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RESUMEN 
 
En el presente trabajo se estudió la expresión y regulación de Vaspina y 
Nesfatina-1 asociados con el control de la homeostasis corporal y el balance 
energético, mediante el empleo de un modelo animal de rata bajo condiciones 
fisiológicas y patológicas.  
 
Se investigó la regulación de la expresión génica de una adipocitoquina que 
participa en la sensibilidad a la insulina llamada Vaspina. Se realizó en 
condiciones fisiológicas (nutrición, gestación, edad y género) y patológicas como 
(hipotiroidismo, hipertiroidismo, gonadectomía y deficiencia de hormona del 
crecimiento) estados asociados con alteraciones de la homeostasis corporal. 
 
Mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real, se determinó la regulación génica 
de Vaspina y se observó que su expresión es regulada por el estado nutricional, la 
edad, el género y por hormonas que regulan el estado metabólico. Este estudio 
contribuye a comprender los diversos mecanismos moleculares de su expresión y 
proporciona nuevos conocimientos sobre la patogenia del síndrome metabólico. 
 
Adicionalmente, se estudió la influencia del estado nutricional y la gestación sobre 
la expresión del mRNA de NUCB2 y los niveles séricos de Nesfatina-1 en rata. 
Nesfatina-1 es una proteína que genera saciedad controlando el metabolismo 
postprandial, el apetito y la homeostasis energética. Se observó una disminución 
en la expresión hipotalámica del mRNA de NUCB2 en estado de ayuno y en la 
gestación. Estos resultados contribuyen al conocimiento de los mecanismos 
moleculares que participan en el balance energético y la regulación del control del 
apetito y la saciedad en la modulación del control de peso corporal. 
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ABSTRACT 
 
In this research we study the expression and regulation of vaspin and nesfatin-1 
associated with the control of body homeostasis and energy balance, using an 
animal model of rat under physiological and pathological conditions. 
 
We investigated the regulation of gene expression in rats vaspin, under 
physiological conditions such as nutrition, pregnancy, age and gender and 
pathological conditions such as hypothyroidism, hyperthyroidism, gonadectomy 
and deficiency growth hormone which are associated with alterations in body 
homeostasis. 
 
By RT-PCR technique in real time, it was determined vaspin gene regulation and 
found that its expression is regulated by nutritional status, age, gender and 
hormones that regulate metabolic status.  
 
This study contribuyes to understanding of the different molecular mechanisms of 
expression and provides new insights into the pathogenesis of metabolic 
syndrome. 
  
Additionally, we study the influence of nutritional status and pregnancy on NUCB2 
mRNA expression and serum levels of nesfatin-1 in rat. Nesfatin-1 is a protein that 
generates satiety controlling postprandial metabolism, appetite and energy 
homeostasis. There was a decrease in hypothalamic mRNA expression NUCB2 in 
the fasting state and during gestation. These findings contribute to understanding 
the molecular mechanisms involved in energy balance and regulation of appetite 
control and satiety in the modulation of body weight control. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
 
El estado metabólico de un individuo es el producto de una serie de adaptaciones 
fisiológicas o patológicas frente a condiciones multifactoriales de tipo genético o 
epigenético. Así, en la obesidad androide, los individuos se caracterizan por 
incremento y acumulación en la grasa visceral con alto riesgo de desarrollar 
resistencia a la insulina, DM2 y enfermedad cardiovascular [1,2]. 
  
En el humano, el apetito y la saciedad son coordinados por una compleja vía de 
señalización neuroendocrina que involucra hormonas, neuropéptidos, enzimas, 
nutrientes, mensajeros y sus receptores. Estudios recientes tratan de esclarecer 
los mecanismos de acción de las señales moleculares del Sistema Nervioso 
Central (SNC) y las numerosas señales biológicas provenientes de diversos 
órganos y tejidos periféricos como el tracto gastrointestinal, el páncreas, el hígado, 
el músculo y el tejido adiposo. Estos mecanismos requieren una adecuada 
señalización en los ejes endocrinos y en particular el eje cerebro – gastrointestinal, 
quien coordina la modulación del apetito y la ingesta de alimentos. Esta compleja 
red de información responde a los cambios metabólicos de órganos periféricos en 
diferentes condiciones fisiológicas, patológicas, nutricionales, físicas y/o 
sicológicas y de esta manera se regula el equilibrio entre la ingesta de alimentos y 
el gasto energético, mediante la experiencia perceptible de hambre o saciedad [3-
6]. 
 
Los cambios metabólicos de órganos y/o tejidos periféricos, desencadenan la 
expresión de hormonas tales como Vaspina, la cual es conocida por participar en 
la regulación de funciones como la sensibilidad a la insulina y el apetito, e inducen 
la expresión de neuropéptidos hipotalámicos orexigénicos, por mencionar algunos 
como neuropéptido Y (NPY), péptido relacionado con agouti (AgRP), o la 
expresión de neuropéptidos hipotalámicos anorexigénicos como Nesfatina-1, pro-
opiomelanocortina (POMC) y transcrito regulado por cocaína y anfetamina 
25 
 
(CART), los cuales participan en el control del balance energético y la homeostasis 
corporal [7,8]. 
 
La hormona leptina que es secretada en proporción a las reservas de grasa del 
organismo, sus concentraciones plasmáticas bajas, favorecen la expresión de los 
neuropéptidos orexigénicos NPY y AgRP, los cuales estimulan el apetito, 
promueven la ingesta y disminuyen el gasto energético; en tanto que, el aumento 
en los niveles de leptina favorece la expresión de los neuropéptidos 
anorexigénicos como Nesfatina-1, POMC y CART, los cuales disminuyen el 
apetito y la ingesta; y aumentan el gasto energético favoreciendo la pérdida de 
peso [7-10]. La expresión de los neuropéptidos y hormonas mencionadas 
anteriormente depende de los estados energéticos propios del individuo, de las 
condiciones fisiológicas específicas tales como ayuno, ejercicio, realimentación o 
gestación [10,11]. 
 
Un estudio reciente, desarrollado en ovejas como modelo de experimentación, 
donde las hembras preñadas que fueron expuestas a un ambiente perinatal de 
restricción de nutrientes, desarrollaron alteración en las vías de señalización de la 
insulina, el resultado, fueron crías caracterizadas por tener aumento del tejido 
adiposo [12,13]. 
 
La reducción de aporte de energía durante un período crítico del desarrollo 
embrionario o la etapa neonatal, puede reprogramar vías específicas de 
señalización, relacionadas con el metabolismo en el feto o el neonato. Estas vías, 
en relación con las alteraciones en la sensibilidad de los tejidos a los niveles de 
energía, podrán determinar el metabolismo celular del órgano. Cuando se altera el 
funcionamiento del retículo endoplásmico, junto con la consecuente activación de 
la respuesta de inflamación, genera a largo plazo, obesidad y diabetes mellitus 
tipo 2 [12,13]. 
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Se ha demostrado que la reprogramación del metabolismo energético, conduce a 
la adaptación molecular en centros hipotalámicos, los cuales elevan el umbral de 
saciedad, se presenta un aumento del tejido adiposo y la resistencia a la  insulina. 
Esta adaptación se presenta en infantes con déficit nutricional, pero solo se da en 
el desarrollo de la vida temprana. Como resultado, estos cambios dan lugar a la 
aparición de sobrepeso en las crías y un mayor riesgo de desarrollar diabetes 
mellitus tipo 2 e hipertensión [13-15]. 
 
Por otro lado, la gestación es un estado fisiológico que se caracteriza por un 
estado anabólico al inicio de la misma y un estado catabólico al final del periodo, 
requiere un suplemento nutricional adecuado con un incremento del valor calórico 
total para un óptimo control de funciones metabólicas como el apetito y la 
sensibilidad a la insulina para garantizar el buen funcionamiento de la placenta y el 
normal desarrollo del feto a nivel prenatal y postnatal, ya que la restricción 
nutricional materna ha sido asociada con retardo en el crecimiento intrauterino 
(IUGR) fetal y mal funcionamiento de la placenta, órgano que ha sido considerado 
fundamental debido a que está involucrado en la integración de señales de los 
ejes endocrinos maternos y fetales. Se ha demostrado que la desnutrición durante 
la gestación altera diferentes funciones fisiológicas, y dependiendo del grado de 
restricción, favorece el IUGR y activación de factores que conllevan a enfermedad 
cardiovascular y desórdenes metabólicos en la edad adulta, fenómeno conocido 
como reprogramación metabólica fetal [16,17]. 
 
Evidencias epidemiológicas revelan que el IUGR y el bajo peso al nacer se 
relacionan con el riesgo de desarrollar alteraciones metabólicas en la edad adulta 
como la obesidad, hipertensión, hiperlipidemia y diabetes mellitus tipo 2 entre 
otras, evidencia que se conoce como reprogramación metabólica fetal o “Hipótesis 
de Barker” y sugiere que eventos adversos o condiciones de estrés tales como la 
desnutrición y la exposición fetal a los glucocorticoides maternos durante la vida 
intrauterina, pueden provocar adaptaciones metabólicas y fisiológicas que 
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garanticen la supervivencia del feto y que persisten a lo largo de la vida 
incrementando el riesgo de padecer las enfermedades antes mencionadas [18-20]. 
 
Previamente se ha descrito que el IUGR es ocasionado por condiciones de estrés 
tales como la restricción nutricional y la exposición fetal a los glucocorticoides 
maternos, esto es regulado por la actividad de la enzima 11β – hidroxiesteroide 
deshidrogenasa tipo 2 (11βHSD2), esta enzima protege al feto desactivando los 
glucocorticoides circulantes activos al convertir el cortisol en cortisona, impidiendo 
con esto que el cortisol se una al receptor de mineralocorticoides [21]. Se ha 
demostrado que el cortisol tiene la misma afinidad que la aldosterona para unirse 
al receptor mineralocorticoídeo, y al fallar la enzima 11βHSD2 éste puede unirse al 
receptor y ejercer una acción mineralocorticoídea, el cortisol genera un estado de 
hipermineralocorti-coidismo, este cuadro se caracteriza por hipertensión arterial 
(HTA) con hipocalemia, asociada a niveles muy bajos de aldosterona. Cuando hay 
una baja actividad de la enzima 11βHSD2, el paso de glucocorticoides a la 
circulación fetal se aumenta, lo cual hace al feto, susceptible a los efectos 
deletéreos a corto y largo plazo tales como IUGR y reprogramación metabólica y 
endocrina [21,22]. 
 
A pesar de la anterior evidencia y el incremento en los últimos años del número de 
estudios acerca del metabolismo energético y del papel de las hormonas 
periféricas asociadas al eje cerebro-gastrointestinal en el control de la ingesta en 
diversas condiciones fisiológicas y patológicas, la regulación materna y fetal de la 
expresión de neuropéptidos y hormonas periféricas en condiciones normales y de 
restricción nutricional durante la gestación y las posibles implicaciones en el 
proceso de reprogramación metabólica y endocrina fetal en cuanto a la 
predisposición a la obesidad y a los desórdenes metabólicos en la vida adulta han 
sido poco estudiados [23,24]. 
 
En el presente estudio se determina la regulación de los niveles séricos de 
Nesfatina-1, de la expresión del gen NUBC2 en hipotálamo, mucosa gástrica y 
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placenta y del mensajero de Vaspina en tejido adiposo de ratas en diferentes 
condiciones fisiológicas y patológicas. Se encontró que NUCB2 y Vaspina se 
regulan durante la gestación y que alteraciones metabólicas modifican su patrón 
de expresión.  
 
Por otro lado, aunque este estudio provee información importante sobre la 
regulación de la expresión de Vaspina y Nesfatina-1 durante la gestación en 
diversos órganos de importancia metabólica, es importante resaltar que aspectos 
tales como los cambios en los patrones hipotalámicos de expresión de NUCB2, la 
regulación en placenta de Vaspina como señal de adiposidad y el papel específico 
de Vaspina en la reducción de la resistencia a la insulina, requieren mayor 
investigación y sus resultados en conjunto permitirán aportar más información al 
conocimiento de las bases moleculares del proceso de reprogramación metabólica 
fetal. 
 
Además, el presente estudio deja en evidencia, que la expresión de los genes 
estudiados en la placenta, consolidan a este órgano como sitio que regula los 
cambios en las demandas energéticas fetales a través del control de funciones 
fisiológicas como el apetito y la sensibilidad a la insulina y la expresión de los 
genes en hipotálamo, mucosa gástrica y WAT controlando los cambios 
energéticos en condición de gestación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MARCO TEORICO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
30 
 
2. MARCO TEORICO 
 
2.1. Importancia del eje cerebro-gastrointestinal en la homeostasis 
energética.  
 
La ingesta y el gasto energético son controlados por complejos sistemas 
neuronales, metabólicos y endocrinos que reflejan la importancia biológica de un 
adecuado consumo de calorías y nutrientes para alcanzar el balance energético, 
en las últimas décadas han aumentado las investigaciones para identificar los 
mecanismos neuronales y hormonales por los cuales, varios órganos periféricos, 
informan al cerebro sobre la disponibilidad de los nutrientes ingeridos y 
almacenados, de esta manera el cerebro genera respuestas endocrinas y de 
comportamiento para hacer modificaciones en la señalización central y así regular 
el apetito [5,8]. 
 
En este sentido, el tracto gastrointestinal se comunica de forma recíproca con el 
cerebro a través del nervio vago, el sistema nervioso simpático y una gran 
variedad de hormonas importantes que transportan señales que informan al 
cerebro sobre el estado energético periférico [9]. 
 
Los órganos periféricos se comunican con el cerebro y así se adoptó el término eje 
cerebro-gastrointestinal en 1970 a partir de los descubrimientos que identificaron 
muchos de los péptidos gastrointestinales dentro del cerebro, considerados 
anteriormente como compartimentos separados [25,26]. 
 
Los sistemas neuronales mencionados anteriormente son extremadamente 
confiables, y además son vistos como sistemas de entrada y salida de información 
[27]. 
2.2. Cerebro, apetito y homeostasis energética  
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El control neuroendocrino del peso corporal consiste en la regulación del apetito 
por los centros hipotalámicos, que contiene neuronas secretoras de péptidos tanto 
orexigénicos como anorexígenicos [28]. La integración de la información 
metabólica periférica de varios tejidos se integra en el cerebro, el cual debe 
determinar y responder a una gran variedad de información externa relacionada 
con la disponibilidad de alimentos, también procesa un conjunto de información 
interna. Esas señales se relacionan con la presencia y tipo de nutriente dentro del 
tracto gastrointestinal, la cantidad de glucosa en el torrente circulatorio y el nivel 
de energía almacenada en el tejido adiposo. A pesar de que muchas áreas del 
cerebro son responsables del procesamiento de toda la información periférica, el 
hipotálamo es el sitio del cerebro que ha recibido mayor atención como el sitio 
primario involucrado [29]. 
 
La evidencia relacionada con la forma en que el hipotálamo influye en el balance 
energético proviene de los trabajos de la acción de leptina en el núcleo arcuato 
(ARC), aunque la leptina no es más que una de las muchas señales que actúan 
sobre las neuronas ARC. Una población de neuronas sensibles a leptina en el 
ARC expresan los neuropéptidos NPY / AgRP, los cuales promueven la ingesta y 
se ha comprobado que la inyección central de estos neuropéptidos conlleva a un 
incremento en la ingesta de alimentos, otra población de neuronas dentro del ARC 
expresa Nesfatina-1, POMC y CART [30-32]. 
 
Las dos poblaciones de neuronas del ARC del hipotálamo mencionadas 
anteriormente son sensibles a un gran número de señales relacionadas con la 
disponibilidad energética a través de los nutrientes que están listos para ser 
absorbidos en el tracto gastrointestinal, los que circulan en el plasma, o los 
almacenados en forma de grasa o glucógeno [33,34]. 
 
Las neuronas que expresan NPY, AgRP y POMC también expresan receptores de 
leptina, la leptina actúa sobre las neuronas NPY / AgRP inhibiéndolas y 
estimulando las neuronas POMC / CART. Así los niveles bajos de leptina 
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estimulan la ingesta de alimentos y disminuye el gasto energético, mientras que 
altos niveles de leptina disminuyen la ingesta de alimentos y estimula el gasto 
energético [34]. 
 
2.3. Señalización periférica 
 
Una vez los macronutrientes son absorbidos, pueden ser almacenados o 
metabolizados para su uso inmediato en varios tejidos. En este sentido el 
páncreas juega un papel especial en la distribución de la energía circulante y 
ciertas hormonas pancreáticas como la insulina, la amilina y el glucagón entre 
otras, las cuales señalizan directamente al cerebro [34]. 
 
Entre las señales y factores de entrada que permiten al cerebro decidir si entra en 
un comportamiento de ingestión particular, las señales que proveen los sentidos: 
el olfato, la vista y el gusto que permiten determinar si los alimentos son 
aceptables, de ser así pasan al proceso de digestión y absorción en el tracto 
gastrointestinal. Los tres componentes principales de los alimentos, las grasas, 
carbohidratos y proteínas interactúan con sensores físico-químicos que envían 
señales neuronales a través de las fibras vágales aferentes o a través de las 
hormonas por el torrente sanguíneo. Aunque la mayoría de estas señales tales 
como colecistocinina (CCK) proveen una retroalimentación negativa al cerebro, 
otras como ghrelina proveen una retroalimentación positiva y es así, como el 
cerebro y el tracto gastrointestinal se comunican de forma constante [34]. 
 
El estómago, lejos de ser un reservorio pasivo de los alimentos ingeridos, es un 
órgano altamente regulado que presenta mecanismos hormonales y neuronales 
de control, que detectan la presencia de los alimentos ingeridos a través de 
terminales aferentes vágales, las cuales a su vez inervan a la mucosa gástrica 
para la liberación de hormonas locales, tales como ghrelina, una hormona 
secretada periféricamente que presenta un efecto estimulante del apetito. Ghrelina 
33 
 
se secreta de la mucosa gástrica en condiciones de ayuno y su secreción se 
suprime después de la ingesta de alimentos [34,35].  
 
Las células β del páncreas tienen la capacidad de censar las concentraciones de 
glucosa y señalizar al cerebro a través de sus productos de secreción insulina y 
amilina, La insulina actúa directamente en el hipotálamo para producir 
neuropéptidos que inducen señales de saciedad y amilina actúa para disminuir la 
ingesta y el vaciado gástrico a través de sus receptores en el área postrema y en 
las vías que ascienden hasta el hipotálamo [34-36]. 
 
Así mismo del intestino se secretan una gran variedad de hormonas que proveen 
información importante para el cerebro, una de esas señales es la hormona CCK 
que se secreta en respuesta a la ingesta de lípidos y proteínas, particularmente. 
Otros péptidos expresados en intestino como Péptido YY (PYY) y péptido similar 
al glucagón 1 (GLP-1) son relevantes en el control del apetito ya que proveen 
señales de saciedad al cerebro. Además las acciones de GLP-1 en la secreción 
pancreática de hormonas lo hacen un regulador poderoso de la homeostasis de 
glucosa [37]. 
 
La hormona resistina, es una proteína secretada en el tejido adiposo, actúa como 
regulador de la adipogénesis, ya que su expresión está inducida durante la 
conversión de preadipocitos a adipocitos maduros de roedores, pero en humanos 
se localiza principalmente en los macrófagos. En cuanto a su relación con la 
obesidad y la diabetes tipo 2, los niveles séricos de resistina están incrementados 
en ratones obesos y con resistencia a la insulina, y su expresión disminuye tras la 
administración de fármacos antidiabéticos. Además, el bloqueo de la resistina con 
anticuerpos mejora la acción de la insulina. La administración de resistina a los 
roedores produjo un incremento de la producción de la glucosa hepática. Todos 
estos datos sugieren que, al menos en los roedores, la resistina está íntimamente 
relacionada con la resistencia a la insulina inducida por la obesidad. Aunque su 
mecanismo de acción no se conoce en profundidad, en roedores, la resistina 
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bloquea la señalización de insulina en los principales tejidos diana para la insulina, 
el tejido adiposo, el hígado y el músculo, mediante la disminución de la actividad 
de la AMP quinasa y el receptor 1 de la insulina [38-40].  
  
La amilina es una hormona co-secretada con la insulina por las células β del 
páncreas, es una señal que refleja la energía circulante en forma de glucosa y las 
reservas energéticas en el tejido adiposo. Así mismo, la amilina es el principal 
constituyente peptídico en los depósitos amiloides de los islotes de Langerhans 
del páncreas, se conoce con los nombres de péptido asociado a diabetes (DAP) o 
polipéptido amiloide de los islotes (IAPP). Es un péptido de 37 aminoácidos 
idénticos en un 50% al neuropéptido relacionado con calcitonina (CGRP). Estudios 
de hibridación in situ muestran que la amilina es abundante en los islotes de 
Langerhans pero no en el cerebro [41].  
 
Los efectos fisiológicos de la amilina han sido reportados como potencialmente 
relevantes en diabetes y en la función de los islotes de Langerhans. Estudios 
demuestran que la administración intravenosa de CGRP suprime los niveles 
basales de insulina y la secreción de insulina estimulada por glucosa e inhibe la 
síntesis de glicógeno estimulada por insulina en el músculo esquelético, aunque 
no afecta la glucólisis; estos efectos fueron muy probables a los observados 
usando amilina purificada del páncreas de pacientes diabéticos o amilina sintética. 
Estos estudios sugieren que la amilina puede afectar la secreción de insulina y la 
sensibilidad a la insulina de los tejidos periféricos. Se ha encontrado también que 
amilina reduce la ingesta, inhibe el vaciado gástrico, la secreción pancreática del 
glucagón y la secreción de enzimas gástricas. Los niveles de amilina son bajos en 
el ayuno e incrementan después de la administración de glucosa o durante las 
comidas, además dichos niveles son proporcionales a las reservas de grasa del 
organismo [42,43]. 
 
Debido a los efectos de amilina en el control del comportamiento del apetito en 
particular de la saciedad, análogos de amilina en combinación con otros 
35 
 
componentes del eje cerebro-gastrointestinal son terapias potenciales para el 
tratamiento de desordenes metabólicos serios como la obesidad. La amilina 
también puede actuar en sinergia con otros péptidos del eje cerebro-
gastrointestinal como CCK y tales eventos pueden variar la amplitud de la 
respuesta a amilina a través del periodo postprandial [43]. 
 
Continuando con la señalización periférica, el tejido adiposo, es otro órgano 
importante en el envío de señales relevantes al cerebro. Este tejido produce una 
serie de citoquinas tales como leptina, adiponectina, Vaspina, las cuales regulan la 
información periférica relacionada con la ingesta y el balance energético mediante 
la señalización directa a sitios específicos del cerebro [43,44]. 
 
2.4. Vaspina 
 
“Visceral adipose tissue-derived serine protease inhibitor (Vaspin), es una 
hormona identificada como un miembro de la familia de inhibidores de proteasas 
de serina, aislada por primera vez en el tejido adiposo visceral de ratas OLETF 
(Otsuka Long – Evans Tokushima fatty rats), un modelo animal de diabetes tipo 2 
caracterizado por resistencia a la insulina, obesidad abdominal e hipertensión. 
Vaspina fue descubierta en el tejido adiposo visceral y tiene un efecto en la 
sensibilización de la insulina [45,46]. 
 
La expresión de Vaspina en este tejido es muy elevada a la edad en que las ratas 
alcanzan sobrepeso e hiperinsulinemia. Igualmente, la administración de Vaspina 
a ratones obesos mejora la tolerancia, a la glucosa, la sensibilidad a la insulina y 
altera la expresión de genes candidatos relacionados con la resistencia a la 
insulina como la leptina, factor de necrosis tumoral α (TNF-α), transportador 4 de 
glucosa (GLUT4) y adiponectina. Estos resultados indican que la Vaspina favorece 
la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo visceral en obesidad [47].    
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Estudios en humanos también demuestran que Vaspina es una hormona asociada 
a diabetes mellitus tipo 2 y obesidad, y que la regulación de su expresión depende 
de los depósitos de grasa, se postula que la expresión de Vaspina en tejido 
adiposo puede ser un mecanismo compensatorio intrínseco en respuesta a la 
disminución de la sensibilidad a la insulina y a la descompensación en el 
metabolismo de la glucosa, no obstante, se requieren más investigaciones acerca 
de los posibles mecanismos bajo los cuales se induce la expresión de Vaspina 
[46,47]. 
 
2.5. Nesfatina-1   
 
Nesfatina-1 es una proteína producida en el tracto gastrointestinal y el cerebro, 
recientemente descrita como un neuropéptido anorexigénico derivado de la región 
N-terminal de la proteína NEFA/Nucleobinding2 (NUCB2). Este neuropéptido fue 
originariamente localizado en diferentes aéreas hipotalámicas que controlan el 
apetito como el núcleo paraventricular (PVN), núcleo arquato (ARC), núcleo 
supraóptico (SON), área lateral hipotalámica (LHA) y el núcleo tracto solitario 
(NTS) [48]. Las neuronas que expresan a Nesfatina-1 en el PVN y SON se 
sobreponen entre si con las neuronas vasopresina y oxitocina [49].  
 
Nesfatina-1 puede jugar un papel en el metabolismo postprandial y el control del 
apetito [50]. Estudios han demostrado que la (i.c.v) inyección intra-cerebro 
ventricular de NUCB2 a ratas, disminuye la regulación del gen en el PVN y a su 
vez, disminuye la ingesta de alimentos [50,51]. Los investigadores buscaban 
moléculas reguladoras del apetito mediante la identificación de genes que se 
estimulaban al exponer las células al fármaco antidiabético, el troglitazone. El gen 
NUCB2, se encontraba presente tanto en el hipotálamo como en los adipocitos, 
esta característica es común en muchas proteínas que regulan el apetito, 
pertenecientes al eje cerebro-gastrointestinal [52]. 
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En ratones en los que el sistema de la leptina estaba deteriorado, la Nesfatina 
parecía funcionar bien, lo que sugiere que Nesfatina y la leptina trabajan por 
separado para controlar el peso. En contraste, cuando Nesfatina-1 fue 
administrada en ratones que tenían alterado el sistema de la melanocortina, no 
ocurría nada. Esto sugiere que Nesfatina-1 actúa normalmente a través del 
sistema de la melanocortina, este sistema incluye la hormona estimuladora de 
melanocitos y ha sido designada anteriormente como una vía importante para 
controlar el peso. No es claro cómo la Nesfatina-1 encaja exactamente en esta 
vía, pero parece que podría ofrecer una nueva propuesta para controlar el apetito 
y el peso corporal [50-52]. 
 
2.6. Hipótesis de Barker  
 
En 1989, el Dr. David Barker, quien era director de la unidad de epidemiologia del 
hospital general de la Universidad de Southampton en el Reino Unido y junto con 
su equipo de investigación, encontraron, en algunos estudios realizados en 
Polonia, Noruega, Finlandia y Gran Bretaña, que existe mayor incidencia de 
enfermedad coronaria en las mismas regiones que habían tenido una elevada 
mortalidad infantil 50 años antes, durante la segunda guerra mundial y en la 
posguerra [53,54], demostraron que cuanto menor sea el peso de un bebé al 
nacer, mayor es el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares en la vida 
adulta. Esto condujo a la “hipótesis de los orígenes fetales”. Donde el riesgo de la 
hipertensión, enfermedad coronaria y diabetes tipo 2, es aún mayor si durante la 
gestación el bebé tiene poco aumento de peso. Estos hallazgos fueron 
interpretados como la evidencia en la cual las condiciones de vida adversas 
durante la niñez, tales como: la guerra, la pobreza en el hogar y la falta de 
alimento, incrementaron el riesgo de enfermedad isquémica cardiaca [55]. Las 
bases metabólicas y endócrinas de la morbilidad relacionada a problemas 
cardiovasculares del adulto, podrían estar originadas por adaptaciones fetales en 
respuesta a la desnutrición [56]. 
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Estudios de casos y controles, reportaron que pacientes que presentaban 
enfermedad cardiaca, tuvieron bajo peso al nacer, adicionalmente se relacionaron 
con la procedencia de familias numerosas y padres que presentaron problemas 
económicos, especialmente padres desempleados [57,58]. Los reportes completos 
de mortalidad infantil en Inglaterra y Escocia, desde 1911, comparan la relación 
entre mortalidad infantil y las muertes por enfermedad cardiovascular, se 
identificaron 212 áreas locales con mayores tasas de muerte por enfermedad 
cardiovascular, estas muertes se asocian con retardo en el desarrollo intrauterino, 
bajo peso al nacer, madres que presentaban desnutrición proteico-calórica, bajo 
peso gestacional, dieta deficiente, pobreza y desempleo, entre otros factores 
[59,60]. Las historias clínicas recolectadas por el personal médico, de hombres y 
mujeres de más de 60 años, donde se realizaron visitas periódicas a los hogares 
durante la infancia muestran que entre más peso al nacer, son más bajas las tasas 
de infarto y enfermedad cardiaca [60]. 
 
Un estudio de 449 hombres y mujeres de más de 50 años, nacidos en el Hospital 
de Preston, Inglaterra, muestra que el riesgo de hipertensión arterial, está 
relacionado con bajo peso de la placenta, bajo peso al nacer y desnutrición 
materna. El viejo modelo de enfermedad degenerativa en adultos fue basado en la 
interacción entre genes y factores ambientales adversos en la vida adulta, por otra 
parte, el nuevo modelo se está desarrollando bajo el concepto de programación 
por el desarrollo fetal y factores ambientales adversos en la vida infantil [61,62]. 
Actualmente se está ampliando el conocimiento de los procesos fetales y la 
programación fetal. 
 
2.7. Cambios fisiológicos en la gestación 
 
Una adecuada nutrición de la madre durante la gestación es crucial para la 
supervivencia de los fetos; normalmente la condición fisiológica de la gestación 
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está asociada con hiperfagia y aumento de la masa grasa, presentando una serie 
de cambios metabólicos relacionados con el metabolismo de la glucosa y el 
metabolismo de los lípidos. Una adaptación fisiológica necesaria para aumentar la 
ingesta de alimentos y aumentar la grasa corporal, es aumentar la resistencia a la 
leptina [62,63].  
 
En la rata, la resistencia a la leptina central se desarrolla durante la mitad del 
gestación, después la hiperfagia se hace evidente, la respuesta hipotalámica a la 
leptina durante la gestación al estimular la ingesta de alimentos y de mantener 
elevados los niveles de leptina, lo que resulta en la acumulación de grasa para 
proporcionar las reservas de energía en la preparación de la  
altas demandas metabólicas del gestación y la lactancia. 
 
La resistencia a la leptina, puede ser considerada como un estado en el que las 
señales de hambre se mantienen a pesar de la suficiente ingesta de alimentos. En 
las ratas, aumenta la ingesta de alimentos hasta un 50% durante la gestación y 
disminuye el día antes del parto, y luego aumenta hasta en un 300% durante la 
lactancia, en comparación con las ratas control [64,65]. 
 
Durante la gestación se aumenta la ingesta de alimentos por el incremento a la 
demanda metabólica y se establece un balance positivo de energía, resultando un 
aumento de la grasa corporal materna [66]. El aumento inicial en el apetito es 
probable que sea debido a la ausencia del efecto anoréxico del estradiol, además 
de las altas concentraciones circulantes de la progesterona. Específicamente el 
estradiol reduce la ingesta de alimentos y aumenta la utilización de la energía, las 
ratas y ratones ovariectomizados (OVX) incrementan la ingesta de alimentos y el 
peso corporal y el tratamiento con estrógenos revierte el apetito y disminuye el 
peso corporal [67,68]. La progesterona es orexigénica y su administración en ratas 
y ratones aumenta la ingesta de alimentos [69]. Las concentraciones plasmáticas 
de leptina aumentan a medida que avanza la gestación, alcanzando niveles 
máximos en el día 19, seguido de un rápido descenso antes del parto [70]. A pesar 
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de las concentraciones elevadas de leptina en plasma durante la gestación, se 
mantiene el aumento del consumo de alimentos, fundamentalmente es por la 
presencia de leptina en las proteínas de unión en el plasma durante la gestación 
[70].  
 
2.8. Placenta y adaptación metabólica en la desnutrición 
 
La placenta se desarrolla de las mismas células provenientes del espermatozoide 
y el óvulo que dieron desarrollo al feto y tiene dos componentes, una porción fetal, 
el corion frondoso y una porción materna o decidua basal. En una fase temprana 
del desarrollo embrionario la masa celular exterior se desarrolla en la placenta, y la 
masa celular interna se convierte en el feto. Los experimentos en animales 
sugieren que la distribución de células entre las dos masas se ve influenciada por 
la nutrición y las hormonas [71]. En las ovejas, la desnutrición en la gestación, 
conduce al aumento de la placenta, esto es una adaptación para extraer más 
nutrientes [72]. Existe la hipótesis de que el aumento de la placenta también 
puede ser una respuesta adaptativa en los seres humanos. Estudios de 
ultrasonido en humanos muestran que alrededor de la semana 18 de gestación, 
los fetos ganan un tamaño determinado, de acuerdo al volumen de la placenta y 
que la expansión de la placenta es otra adaptación fetal a largo plazo [73]. Un 
estudio midió la presión arterial a un grupo de hombres y mujeres, observando una 
correlación en las cifras tensiónales, peso al nacer y el peso de la placenta. La 
presión arterial se redujo con el aumento del peso al nacer, sin embargo, las 
presiones se incrementaron con el aumento de peso de la placenta, de manera 
que las mayores presiones se encontraron en personas que en la vida fetal 
asignaron mayor desarrollo a la placenta y no al crecimiento fetal, el cual es 
afectado por los genes y limitado por los nutrientes que recibe. La desnutrición, 
dada por el bajo suministro de oxígeno y nutrientes al feto puede afectar la 
estructura y fisiología de varios órganos y tejidos, incluido el sistema endocrino, 
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páncreas, hígado y los vasos sanguíneos, además del crecimiento en los períodos 
críticos de la vida fetal [73].  
 
La nutrición fetal se determina por la combinación de la ingesta alimentaría 
materna y las reservas de nutrientes, junto con la entrega y transferencia de 
nutrientes a la placenta. Las adaptaciones metabólicas a la desnutrición están 
relacionadas con cambios en las concentraciones de las hormonas del feto y la 
placenta que influyen en el crecimiento fetal [74]. La insulina y el factor de 
crecimiento insulinico (IGF), tienen un papel central en la regulación del 
crecimiento del feto y responden rápidamente a los cambios en la nutrición 
fetal. IGF-1 actúa en el ciclo celular, estimulando la división celular de las células B 
pancreáticas, en el retraso del crecimiento intrauterino, hay deterioro del desarrollo 
de células B, esto podría reflejar que menores concentraciones IGF-1 se asocian 
con la hipoglucemia [74].  
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3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 
 
3.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Estudiar la expresión y regulación génica de neuropéptidos involucrados en la 
homeostasis corporal en modelo animal de rata. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
 Determinar la expresión y regulación de Vaspina en el tejido adiposo, en 
diferentes condiciones fisiológicas y patológicas en modelo animal de rata, 
mediante aproximaciones moleculares como RT - PCR en tiempo real. 
 
 Evaluar el efecto de la gestación sobre la expresión ontogénica de Vaspina en 
tejido adiposo de ratas. 
 
 Identificar la expresión y regulación de Nucleobindin-2 (NUCB2) en mucosa 
gástrica, hipotálamo y placenta, mediante aproximaciones moleculares como 
RT - PCR en tiempo real, western blot y RIA en diferentes condiciones 
fisiológicas en modelo animal de rata. 
 
 Evaluar el efecto del ayuno sobre la expresión de nucleobindin-2 (NUCB2) en 
hipotálamo y mucosa gástrica en modelo animal de rata.  
 
 Describir la expresión de NUCB2 en mucosa gástrica, hipotálamo y placenta 
durante diferentes periodos de la gestación en condición de restricción crónica 
en un modelo de retardo en el crecimiento intrauterino en rata. 
 
 Cuantificar la expresión y regulación de NUCB2 en diferentes condiciones 
fisiológicas en modelo animal de rata. 
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 Identificar el efecto de la restricción de la ingesta sobre los niveles séricos de 
Nesfatina-1 en diferentes condiciones fisiológicas y patológicas en modelo 
animal de rata.  
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4. JUSTIFICACION 
 
 
En los últimos años, ha surgido un gran interés por comprender los factores 
involucrados en el apetito, la ingesta de alimento y el metabolismo energético. 
Existe una red compleja de interacciones entre la insulina, leptina, ghrelin y las 
diferentes adipocitoquinas producidas por el tejido adiposo, las cuales pueden 
afectar los cambios en el peso corporal y el balance energético [75]. El tejido 
adiposo no es solamente un depósito de energía, es también un órgano endocrino 
que secreta una variedad de moléculas señalizadoras, involucradas en el 
metabolismo de lípidos y carbohidratos, la homeostasis vascular y el sistema del 
complemento [76,77]. El efecto de estas moléculas puede ser autocrino, paracrino 
o endocrino y ocurre a través de receptores específicos; ellas desempeñan un 
papel central en la regulación de la homeostasis energética y la ingesta de 
alimento, mediante la modulación de la expresión hipotalámica de neuropéptidos 
orexigénicos y anorexigénicos, la regulación de la secreción y la acción de la 
insulina, el metabolismo de los carbohidratos y los lípidos, el control del sistema 
inmune y la reproducción [77]. La función y el control molecular de estas señales 
moleculares derivadas del adipocito y sus receptores en diferentes tejidos diana, 
no han sido totalmente dilucidados.  
 
Actualmente no está claro, los procesos fisiológicos y la modificación en las vías 
moleculares, en el control de la energía bajo condiciones normales y patológicas, 
inclusive la relación de la expresión de péptidos en la integración del eje cerebro-
gastrointestinal de Vaspina y Nesfatina-1 como moléculas de saciedad y su 
posible mecanismo de adaptación en la coordinación de la homeostasis corporal. 
 
Por lo tanto surge la necesidad de llevar a cabo una investigación que permita 
obtener un mayor conocimiento acerca de los cambios en la expresión génica de 
Vaspina, Nesfatina-1. 
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Por esta razón se llevó a cabo el estudio de la expresión génica de Vaspina, 
Nesfatina-1 y el mRNA de NUCB2, usando un modelo animal de rata, bajo 
diferentes condiciones experimentales fisiológicas, como el estado nutricional, la 
gestación y condiciones patológicas asociadas con el balance energético, con el 
fin de satisfacer la necesidad de obtener un mayor conocimiento sobre su papel en 
la fisiopatología de la homesotasis corporal. 
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5. MATERIALES Y METODOS 
 
 
5.1. Modelo Animal de Experimentación 
 
Los animales de experimentación del presente estudio fueron importados de la 
compañía Harlan company Inc, en Alemania y criados en el Bioterio de la Facultad 
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional y de la Facultad 
de Medicina de la Universidad de Santiago de Compostela de acuerdo con la 
legislación vigente en materia de experimentación animal y bioseguridad descrita 
por los Comités de Ética de estas facultades. Adicionalmente se contó con la 
aprobación del comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad 
Nacional de Colombia y de acuerdo a las disposiciones previstas en la Resolución 
No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia y las normas para la 
protección de los animal de experimentación de la Unión Europea (European 
Union Directive 86/606/CEE) [78,79].  
 
El diseño experimental del presente estudio realizó la misma asignación de grupos 
experimentales que el modelo descrito por Woodall. Este es un modelo animal de 
experimentación basado en el retardo en el crecimiento intrauterino causado por 
desnutrición materna crónica en ratas descrito previamente [25] y validado 
posteriormente [80,81].  
 
Se emplearon ratas machos y hembras Sprague–Dawley (Harlan Sprague-
Dawley, Inc); que han sido utilizadas en estudios similares de regulación génica 
realizados previamente por el grupo de investigación [82,83]. Las ratas 
seleccionadas para este estudio tenían una edad aproximada de 12 semanas y un 
peso aproximado de 250 g. Así mismo, durante el tiempo que duró la ejecución del 
diseño experimental, las ratas estuvieron a una temperatura de 23ºC e iluminación 
controlada con ciclos alternativos de 12 horas luz / oscuridad, alejadas de todo 
ruido y con libre acceso al agua. 
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El estudio se desarrolló en diferentes grupos experimentales. El grupo de hembras 
gestante alimentado ad-libitum recibió libre acceso a la comida y el grupo hembras 
gestante restringido recibió el 30% menos de la ingesta del grupo ad-libitum. Estas 
ratas fueron sacrificadas a los 12, 16, 19 y 21 días de gestación. Los controles 
fueron ratas vírgenes alimentadas con el 30% menos de la ingesta del grupo ad-
libitum. La restricción se desarrolló durante 12, 16, 19 y 21 días, al final de los 
cuales estos animales fueron sacrificados para la obtención de los tejidos. 
 
Se utilizó el ciclo estral de la rata mediante examen directo de frotis vaginales 
durante 10 días hasta obtener un patrón estable de ciclicidad vaginal, el cual 
permitió determinar la etapa proestro – estro del ciclo, período en el cual la 
hembra fue colocada con el macho para la cópula [84-86]. El día 1 de gestación se 
determinó por la presencia de espermatozoides en el preparado vaginal y se 
realizó la asignación al azar de las ratas a los tratamientos experimentales 
descritos previamente. Las ratas fueron pesadas cada 3 días desde el inicio de los 
experimentos hasta su sacrificio. 
 
El sacrificio de los animales se realizó por dislocación cervical bajo los efectos  
neuroleptoanalgesicos de Ketamina/Xilacina (150/10mg/kg) de acuerdo con 
protocolos descritos previamente [87-89]. Se extrajeron los tejidos hipotálamo, 
placenta, mucosa gástrica y WAT, los cuales fueron congelados inmediatamente 
en nitrógeno líquido y almacenados a -70ºC hasta el momento de los análisis. 
Estos procedimientos se realizaron con la supervisión de personal calificado en el 
área de investigación animal y los desechos biológicos fueron incinerados en el 
complejo de Ciencias de la Producción Animal de la Facultad de Medicina 
Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia. 
 
5.2. Extracción de RNA total de los tejidos 
 
La extracción del RNA total de los tejidos obtenidos se realizó empleando el 
reactivo TRIzol® (Invitrogen, Inc) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
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Se tomaron los tubos eppendorf de 1,5 ml donde estaba cada tejido congelado y 
se adicionó 700 µl del reactivo Trizol, ya descongelados los tejidos, se procesaron 
en el homogenizador Omni International Tissue Master Ref: TM 12500174 
homogenizador para 0,25 – 30 ml del fabricante The Homogenizer Company, 
usado para el desfibrado y homogenizado de tejidos. El homogenizado obtenido 
se transfirió a tubos eppendorf estériles, marcados para cada tejido, se adicionó 
500 µl de cloroformo, seguido de centrifugación a 12000 g por 10 minutos a 4°C 
en la centrifuga Eppendorf Ref: 5415R, para separar la fase acuosa de la 
orgánica. Luego se tomó la fase acuosa del centrifugado que contiene el RNA y se 
transfirió a otro tubo eppendorf estéril y marcado. Se agregó 500 µl de isopropanol 
para precipitar el RNA, se centrifugó nuevamente y se descartó el sobrenadante.  
Al precipitado de la muestra se agregó etanol al 70% en igual proporción para 
romper los puentes de hidrogeno y deshidratar el RNA, se realizaron dos lavados 
y se descartó completamente el sobrenadante, el RNA se resuspendió en H2O 
DEPC. El RNA total extraído fue cuantificado por espectrofotometría en el 
espectrofotómetro Scanning UV-VIS 8001PC de DINKO Instruments, donde se 
leyó la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. Este método de extracción 
está basado en el método desarrollado por Chomczynski & Sachi [90].  
 
5.3. Síntesis del cDNA complementario por Transcripción reversa - PCR  
 
El análisis semicuantitativo de los niveles de mRNA de los genes de Vaspina y 
NUCB2, se desarrolló mediante el empleo de la técnica RT-PCR en tiempo real 
(Transcripción reversa – Reacción en cadena de la polimerasa) en reacciones por 
separado. Para las reacciones de RT se usaron 2,5 µg de RNA total como molde 
para generar el cDNA y los siguientes reactivos: 6 μL de Tampon de Transcripción 
Reverso 5X first strand tampon (250mM Tris-HCl, pH 8.3, 375 mM KCl, 15mM 
MgCl, 50mM DTT) (Invitrogen, Inc), 1,6 μL MgCl2 (Invitrogen, Inc), 0.5 μL de cada 
dNTP (Invitrogen, Inc), 1,6 μL Randon Primers (Invitrogen, Inc), 0,8 μL de inhibidor 
de RNasa (Invitrogen, Inc), 8 μL reversotranscriptasa (Invitrogen, Inc) (Tabla 1). La 
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mezcla de reacción se utilizó en las diluciones recomendadas por el fabricante, en 
volúmenes finales 20 µL [91-93].  
 
Tabla 1. Condiciones de la RT en el termociclador iCycler BioRad 
 
Reactivo  Volumen 
Buffer de Transcripción Reverso 5X  
MgCl2  
dNTP´s  
Randon Primers  
Inhibidor de RNasa  
Transcriptasa Reversa  
6 μL 
1,6 μL 
2 μL  
1,6 μL 
0,8 μL 
8 μL  
Total  20 μL 
Fuente: Datos de planeación, RT. [91‐93]. 
 
La RT se incubó durante 50 minutos a 37°C y luego a 42°C durante 15 minutos. El 
enzima se inactivó mediante calentamiento a 96°C durante 5 minutos y posterior 
enfriamiento a 4°C. La RT se realizó en el termociclador iCycler BioRad con 
bloque dual del fabricante BioRad Laboratories. 
 
5.4 Niveles de expresión de mRNA de los genes mediante Reacción en 
Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real  
 
El cDNA sintetizado fue amplificado por PCR en tiempo real empleando 2,5 µL de 
los productos de la RT, SYBR Green I PCR Master mix 10X (Light cycler DNA 
Master SYBR Green I Roche Applied Science), primers diseñados para cada uno 
de los genes usando el programa primer3 de acuerdo con las secuencias de cada 
uno de los genes reportadas en el Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para 
Rattus novergicus y los primers de hipoxantina – guanina fosforibosil transferasa 
de (HPRT). La secuencia de los primers específicos de los diferentes genes 
analizados, se describen en la Tabla 3, en volúmenes finales por reacción de 20 
µL y siguiendo las especificaciones del fabricante. Los primers fueron diseñados 
para generar amplificados de tamaño similar con el objeto de poder estandarizar 
condiciones de reacción, de forma similar. Para comprobar la eficiencia de la RT, 
la integridad y carga del RNA, en cada una de las muestra se amplificó 
simultáneamente con un gen de expresión constitutiva (“housekeeping”). 
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el equipo Real-Time PCR System 
7500 de Industrias Applied Biosystems. Las condiciones de reacción de PCR se 
estandarizaron de acuerdo a las temperaturas de fusión (Tm) de los primers 
diseñados y consistieron en un ciclo inicial de desnaturalización a 96ºC durante 2 
minutos seguidos por 40 ciclos de amplificación que consistieron en 
desnaturalización a 96ºC durante 15 segundos; anillamiento a 64ºC durante 15 
segundos y elongación a 72ºC durante 15 segundos, con medida de la 
fluorescencia a 80ºC en cada ciclo. Finalmente, el análisis de la curva de fusión 
consistió en un ciclo a 95ºC durante 30 segundos, 60ºC durante 15 segundos y 
una elevación de la temperatura a 80ºC con pendiente de 0.2 ºC/segundo con 
medida continua de la fluorescencia. 
 
Tabla 2. Condiciones de la PCR en tiempo real en el equipo Real-Time PCR System 7500 
Reactivo Volumen µl
H2O 
Buffer 10X 
dNTP’s 
MgCl2 
Primer Forward 
Primer Revers 
Taq Polimerasa 
RT
12,8 
2 
1,6 
0,6 
0,2 
0,2 
0,1 
2,5
Total  20 µl 
Fuente: Datos de planeación, PCR. [91‐93]. 
 
La especificidad de los primers y la calidad del RNA extraído se establecieron por 
la curva de fusión de cada gen. Todas las muestras se estandarizaron contra la 
expresión del gen constitutivo control HPRT usando el método ΔΔct [91-93].  
 
Tabla 3. Características de los pares de Primer’s utilizados. Secuencia, tamaño del 
amplificado que genera y número de acceso al Genebank 
mRNA 
(Rattus novergicus)  Secuencia del Prime (5’ –3’)  Tamaño del             amplificado (pb) Número de acceso Genebank 
             HPRT  Forward   cagtcccagcgtcgtgatta 
Reverse    agcaagtctttcagtcctgtc 137  NM_012583 
VASPINA  Forward   agtcggaaaacccacaacag 
Reverse    cggtcttgccttcctctatg 163                AF245398 
             NUCB2    Forward   catgaagaccaccccaaagt  Reverse    ttcatccaggaatccatcgt 150  NM_021663 
Fuente: Datos de planeación, Primer’s. [25,93]. 
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5.5 Electroforesis de DNA 
 
La identidad de los productos amplificados de la PCR se determinó por 
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en TAE 1X (TAE 50X: Trizma base 2M, 
EDTA 50mM, ácido acético glacial 8mM (Merck)) y para la visualización se utilizó 
Bromuro de Etidio, se cargaron 12 μl totales por carril de los cuales 10 μl 
correspondían al producto amplificado y 2 μl al tampón de carga (50% glicerol 
(Sigma), 0.25% azul de bromofenol (Merck)). La visualización de los fragmentos 
se realizó en el documentador de imágenes por transiluminación de luz ultravioleta 
ChemiGenius2 Bio Imaging System (Syngene) acoplado a un sistema de imagen 
digital, que se utilizó también para cuantificar la densidad óptica de las bandas. 
 
5.6 Western Blot 
 
Para detectar la presencia de la proteína Nesfatina-1 en tejidos de rata, se empleó 
la mucosa gástrica, placenta de 16 días y testículo, las muestras de tejidos fueron 
homogenizados y separadas las proteínas de acuerdo a su movilidad 
electoforética usando electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE y 
transferidos a la membrana de nitrocelulosa (Hybond C-Super, Amersham 
Pharmacia Biotech). Las membranas fueron incubadas con anticuerpos NUCB2 
(M-17) (catálogo sc-65160, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y β-actina. Para 
identificar las bandas de proteína específica, las membranas fueron incubadas con 
anticuerpos secundarios conjugados con HRP (Peroxidasa de Rabano Picante), 
para catalizar la reacción en presencia de (H2O2) peróxido de hidrógeno, esto 
produce luminiscencia en proporción a la cantidad de proteína. 
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5.7 Radioinmunoanálisis (RIA)  
 
Los niveles de Vaspina y Nesfatina-1, se midieron en las diferentes muestras de 
los plasmas obtenidos en los experimentos descritos en los apartados previos. La 
cuantificación se desarrolló mediante un RIA, que se basa en la competencia de 
Vaspina y Nesfatina-1 marcado con I125 y el péptido estándar (Vaspina y 
Nesfatina-1 no marcada) de la muestra a analizar, con un número limitado de 
sitios de unión a un anticuerpo específico en cada reacción. Como la cantidad de 
péptido desconocido aumenta en la reacción, la cantidad de 125IVaspina/Nesfatina-
1 unida al anticuerpo disminuye. Por la medida de 125IVaspina/Nesfatina-1 unida al 
anticuerpo, como función de la concentración del péptido estándar adicionado, es 
posible construir una curva estándar, en la cual se puede determinar la 
concentración desconocida del péptido en las muestras del plasma. El RIA se 
desarrolló empleando los reactivos y procedimientos descritos por Phoenix 
Pharmaceuticals. Los plasmas que se analizaron, se obtuvieron de sangre troncal 
de ratas sacrificadas mediante decapitación. La sangre fue recolectada en tubos 
con EDTA.2Na (1mg /ml de sangre) y Aprotinina (500 unidades /ml de sangre) 
(Sigma). Las muestras fueron centrifugadas y almacenaron hasta la cuantificación 
de Vaspina y Nesfatina-1. El límite de sensibilidad del ensayo fue de 2 pg/ml y la 
variabilidad intra e inter ensayo fue de 5% y 13% respectivamente.  
 
5.8 Análisis Estadístico 
 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad versión 
3.05. Todos los datos cuantitativos se expresaron como la media ± SEM. Las 
diferencias entre grupos se analizaron utilizando ANOVA y las diferencias entre 
medias individuales fueron analizadas usando un test t. Un valor de P<0.05 fue 
considerado significativo. 
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL 
 
En cada uno de los experimentos, se describirán las características específicas de 
las ratas y las condiciones en las cuales se desarrollaron los diferentes estudios. 
En general, se emplearon ratas machos, hembras vírgenes y ratas preñadas 
Sprague–Dawley de acuerdo con la literatura reportada, la cual establece que 
Vaspina se encuentra en tejido adiposo blanco, placenta y ovario; y Nesfatina-1 en 
hipotálamo y tejido adiposo, se realizó los siguientes experimentos con el fin de 
determinar la expresión en los tejidos utilizados para este estudio.  
 
6.1 Experimento 1. Ontogenia, género y niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejidos de rata 
 
6.1.1 Análisis de la expresión del mRNA de Vaspina en tejidos de rata 
 
La expresión del mRNA y la ontogenia de Vaspina en diferentes tejidos, se estudió 
en ratas Sprague-Dawley hembras y machos, el sacrificio se realizó por 
dislocación cervical bajo anestesia de acuerdo con protocolos descritos 
previamente [87,88]. Se extrajeron los siguientes tejidos: tejido adiposo pardo, 
tejido adiposo blanco, placenta, ovario, mucosa gástrica, páncreas, hígado, riñón, 
glándula adrenal e hipotálamo. Adicionalmente se extrajo sangre troncal, los 
tejidos fueron congelados inmediatamente en nitrógeno líquido y almacenados a -
70ºC hasta el momento de la extracción del RNA total. Se analizaron los niveles 
de expresión del mRNA del gen de Vaspina mediante RT-PCR en tiempo real. 
Para verificar la amplificación del producto de PCR se realizó una electroforesis en 
gel de agarosa al 1.5% [87,88]. Las técnicas y procedimientos se describen en 
detalle dentro de los materiales y métodos.  
58 
 
6.1.2 Influencia de la edad y del género sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
  
Se tomaron 4 grupos cada uno de 8 machos y 8 hembras alimentados ad-libitum, 
para determinar los cambios en los niveles de expresión del mRNA de Vaspina en 
machos y hembras a diferentes edades. El primer grupo se sacrificó a los 25 días 
del desarrollo post-parto, el segundo grupo a los 45 días, el tercer grupo a los 60 y 
el cuarto grupo se sacrificó a los 90 días. Posterior al sacrificio se realizó la 
extracción del tejido adiposo, estos tejidos se congelaron hasta el momento de la 
extracción del RNA total. Se analizaron los niveles de expresión del mRNA del gen 
de Vaspina mediante RT-PCR en tiempo real, siguiendo el protocolo descrito 
anteriormente [40,87,88,94]. 
 
6.2 Experimento 2. Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
6.2.1 Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Se seleccionaron 3 grupos cada uno de 8 machos Sprague-Dawley de 10-12 
semanas de edad, para determinar el efecto de la restricción de alimentos sobre 
los niveles de expresión del mRNA de Vaspina en el tejido adiposo de ratas, en 
diferentes condiciones fisiológicas como la alimentación normal y la restricción 
crónica de alimentos en modelo animal de rata. El primer grupo fue alimentado ad-
libitum, tomado como grupo control, el segundo grupo fue privado de alimentos por 
24 horas, el tercer grupo fue privado de alimentos por 48 horas; cada grupo estuvo 
con libre acceso al agua. Posteriormente a cada tratamiento, las ratas se 
sacrificaron y se realizó la extracción del tejido adiposo, los tejidos fueron 
congelados inmediatamente en nitrógeno líquido y almacenados a -70ºC hasta el 
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momento de la extracción del RNA total. Se analizaron los niveles de expresión 
del mRNA del gen de Vaspina mediante RT-PCR en tiempo real.  
6.3 Experimento 3. Gestación y expresión del mRNA de Vaspina en tejido 
adiposo de rata 
 
6.3.1 Efecto de la gestación sobre los niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Se usaron 5 grupos (n=8/grupo) de ratas Sprague-Dawley de acuerdo con el 
método reportado previamente [87,88], para determinar el efecto de la gestación 
sobre los niveles de expresión del mRNA de Vaspina en el tejido adiposo de ratas. 
Las ratas hembras fueron apareadas aproximadamente a las 12 semanas de edad 
en el día de proestro y alimentadas con libre acceso a comida y agua. El primer 
grupo funcionó como control ya que eran ratas vírgenes, el segundo grupo de 
ratas se sacrificó a los 12 días de gestación, el tercer grupo se sacrificó a los 16 
días de gestación, el cuarto grupo se sacrificó a los 19 días de gestación y el 
quinto grupo a los 21 días de gestación, después se extrajo el tejido adiposo para 
su estudio, estos tejidos fueron congelados en nitrógeno líquido y almacenados a -
70ºC hasta el momento de la extracción del RNA total. Después se analizaron los 
niveles de expresión del gen de Vaspina mediante RT-PCR en tiempo real, 
siguiendo el protocolo descrito anteriormente [87,88,94]. 
 
6.4 Experimento 4. Esteroides gonadales y expresión del mRNA de Vaspina 
en tejido adiposo de rata  
 
6.4.1 Efecto de las hormonas gonadales sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Se tomaron 4 grupos cada uno de 8 machos y 8 hembras de 10 semanas de desa- 
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rrollo post-parto, alimentadas ad-libitum para determinar el efecto de las hormonas 
gonadales sobre los niveles de expresión de Vaspina. El primer grupo control de 
machos, se les limpió la piel del escroto con alcohol, con un bisturí, se cortó 
bilateralmente de forma longitudinal y se cerró la piel escrotal con nylon 4-0 
utilizando puntos simples separados para simular la cirugía de orquidectomía 
testicular descrito previamente [67,68,85]. El segundo grupo de machos se les 
realizó la cirugía orquidectomía testicular bilateral. El tercer grupo control eran 
hembras que se les realizó una incisión quirúrgica bilateral, simulando la 
extirpación de los ovarios. El cuarto grupo eran ratas hembras que se les practicó 
la ovariectomía bilateral. Dos semanas después del post-operatorio, cuando la 
recuperación fue óptima se sacrificaron y se realizó la extracción del tejido 
adiposo, este tejido se congeló hasta el momento de la extracción del RNA total. 
Se analizaron los niveles de expresión del mRNA del gen de Vaspina mediante 
RT-PCR en tiempo real, siguiendo el protocolo descrito anteriormente [67,68,85].  
 
6.5. Experimento 5. Estado tiroideo y niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
6.5.1 Efecto de la hormona tiroides sobre los niveles de expresión del mRNA 
de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Para determinar el papel de la hormona tiroides sobre los niveles de expresión de 
Vaspina en ratas hembras se tomaron 3 grupos cada uno de 8 hembras 
alimentadas ad-libitum. Al primer grupo control se le administró solución salina 
subcutánea, al segundo grupo se le indujo a hipotiroidismo administrando 0.1% de 
Aminotriazol (3-amino-1,2,4-triazol; Sigma, St Louis, MO, USA) en el agua de 
bebida durante dos semanas, el tratamiento con Aminotriazol incrementa los 
niveles en plasma de la (TSH) hormona estimulante de tiroides. El tercer grupo fue 
inducido a hipertiroidismo por la administración subcutánea de L-Tiroxina (100 
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mg/día de L-Tiroxina pentahidrato de sodio; Sigma - T4), el tratamiento con T4 
disminuye significantemente los niveles plasmáticos de TSH [95-98]. Dos semanas 
después del tratamiento se sacrificaron y se realizó la extracción del tejido 
adiposo, estos tejidos se congelaron hasta el momento de la extracción del RNA 
total. Se analizaron los niveles de expresión del mRNA del gen de Vaspina 
mediante RT-PCR en tiempo real, siguiendo el protocolo descrito anteriormente 
[95-98].  
  
6.6 Experimento 6. Influencia de factores exógenos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
6.6.1 Efecto de la administración de Leptina sobre los niveles de expresión 
del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Se llevó a cabo el siguiente experimento en ratas machos Sprague-Dawley, con 
aproximadamente 10 semanas de edad, para estudiar el efecto de la 
administración periférica de leptina sobre la expresión de mRNA de Vaspina. Las 
ratas fueron asignadas en los siguientes grupos cada uno con un número de 8 
ratas: En el primer grupo a las ratas se les permitió el libre acceso a los alimentos, 
en el segundo grupo, las ratas fueron privadas de alimentos durante 48 horas, y el 
tercer grupo se dejó en ayunas durante 48 horas y adicionalmente fueron tratadas 
con leptina recombinante (Sigma) a una dosis de 0,5 mg (kg de peso corporal), 
sumistrada cada 6 h durante 3 días por medio de inyección intraperitoneal. 
Posteriormente a cada tratamiento, las ratas se sacrificaron y se realizó la 
extracción del tejido adiposo, estos tejidos fueron congelados en nitrógeno líquido 
y almacenados a -70ºC hasta el momento de la extracción del RNA total. Se 
analizo los niveles de expresión del mRNA del gen de Vaspina mediante RT-PCR 
en tiempo real, siguiendo el protocolo descrito anteriormente [12,29,99]. 
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6.6.2 Efecto de la administración crónica de Metformina sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Se llevó a cabo el siguiente experimento en ratas machos de la cepa Sprague-
Dawley, las cuales se encontraban aproximadamente con 12 semanas de edad, 
con el objetivo de estudiar el efecto de la administración de metformina como un 
agente que induce sensibilidad a la insulina sobre la expresión de mRNA de 
Vaspina, Las ratas se les permitió el libre acceso al agua y a los alimentos, fueron 
asignadas en los siguientes grupos cada uno con un número de 6 ratas: En el 
primer grupo a las ratas se les administró solución salina como control, en el 
segundo, tercer y cuarto grupo, las ratas fueron tratadas con metformina a una 
dosis de 300 mg por kilogramo de peso corporal por cada día, por 1, 2 y 3 
semanas respectivamente, por medio de inyección subcutanea [40]. 
 
Posteriormente a cada tratamiento, las ratas se sacrificaron y se realizó la 
extracción del tejido adiposo, estos tejidos fueron congelados inmediatamente en 
nitrógeno líquido y almacenados a -70ºC hasta el momento de la extracción del 
RNA total. Se analizaron los niveles de expresión del mRNA del gen de Vaspina 
mediante RT-PCR en tiempo real, siguiendo el protocolo descrito anteriormente 
[83,87,94]. 
 
6.6.3 Efecto de la administración de Resistina sobre los niveles de expresión 
del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
El siguiente experimento se realizó en ratas machos de la cepa Sprague-Dawley, 
las cuales se encontraban aproximadamente con 12 semanas de edad para 
estudiar el efecto de la administración central de Resistina sobre la expresión del 
mRNA de Vaspina en el WAT, se les permitió el libre acceso al agua y a los 
alimentos, Las ratas fueron preparadas para la cirugía estereoscópica donde se 
les implantó un catéter conectado a la cánula de infusión en el ventrículo lateral 
del cerebro descrito previamente [40], adicionalmente conectado a una bomba 
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osmótica minipump reguladora de flujo (modelo 2001D, 2ML2, Alza Corp., Palo 
Alto, CA); que se insertó en una bolsa subcutánea en la superficie dorsal utilizando 
disección roma, después la incisión se cerró con suturas, y las ratas se 
mantuvieron en reposo hasta su total recuperación. Las ratas fueron tratadas con 
Resistina recombinante (Phoenix Pharmaceuticals Inc, Belmont, CA, USA) a una 
dosis de 10μg/rata/día, suministrada diariamente durante 7 días por medio de 
inyección intracerebroventricular. Fueron asignadas en los siguientes grupos cada 
uno con un número de 6 ratas: En el primer grupo control se suministró solución 
salina, en el segundo grupo, las ratas fueron tratadas con Resistina recombinante, 
posteriormente a cada tratamiento, las ratas se sacrificaron y se realizó la 
extracción del tejido adiposo, estos tejidos fueron congelados inmediatamente en 
nitrógeno líquido y almacenados a -70ºC hasta el momento de la extracción del 
RNA total. Se analizaron los niveles de expresión del mRNA del gen de Vaspina 
mediante RT-PCR en tiempo real, siguiendo el protocolo descrito anteriormente. 
[40].  
 
 
6.7 Experimento 7. Influencia de factores endógenos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
6.7.1 Efecto de los glucocorticoides endógenos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Los glucocorticoides tienen efectos importantes sobre el equilibrio de la energía y 
la sensibilidad a la insulina. Con el fin de determinar si los glucocorticoides 
endógenos son reguladores críticos de los niveles de expresión de Vaspina, se 
examinó el efecto de la adrenalectomía (ADX) sobre la expresión del mRNA de 
Vaspina en WAT, se tomaron ratas machos Sprague-Dawley de 10 semanas de 
edad (n=6/grupo), separados en dos grupos, el primer grupo control fueron ratas 
de operación simulada (SHAM) y el segundo grupo fueron bilateralmente 
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adrenalectomizadas (ADX). Las ratas fueron ADX bilaterales a través de incisiones 
dorsales y los procedimientos quirúrgicos se realizaron bajo anestesia como se 
describe anteriormente [100].  Los animales ADX recibieron solución salina como 
agua potable durante el resto del experimento para compensar la pérdida de 
sal. Las ratas fueron sacrificadas después de 15 días de la cirugía ADX, 
posteriormente se realizó la extracción del tejido adiposo, estos tejidos fueron 
congelados inmediatamente en nitrógeno líquido y almacenados a -70ºC hasta el 
momento de la extracción del RNA total. Se analizaron los niveles de expresión 
del mRNA del gen de Vaspina mediante RT-PCR en tiempo real, siguiendo el 
protocolo descrito anteriormente [100]. 
 
6.7.2 Efecto de la deficiencia de la hormona de crecimiento sobre los niveles 
de expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
La deficiencia de la hormona de crecimiento se asocia generalmente con mayor 
adiposidad y el deterioro de la sensibilidad a la insulina, el exceso de GH es 
normalmente relacionados con resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia en 
seres humanos y animales. Para investigar los efectos de la deficiencia de la 
hormona del crecimiento, en la expresión de mRNA de vaspina en el WAT, se 
tomo como grupo control ratas machos Lewis wild-type de 7 semanas de edad 
(n=6/grupo), y el segundo grupo un modelo deficiente de la hormona de 
crecimiento, ratas macho enanas espontánea dwarf (SDR), que se les permitió el 
libre acceso al agua y a los alimentos, las ratas se sacrificaron y se realizó la 
extracción del tejido adiposo, estos tejidos fueron congelados inmediatamente en 
nitrógeno líquido y almacenados a -70ºC hasta el momento de la extracción del 
RNA total. Se analizaron los niveles de expresión del mRNA del gen de Vaspina 
mediante RT-PCR en tiempo real, siguiendo el protocolo descrito anteriormente 
[101].  
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6.8 Experimento 8. Ontogenia, género y expresión del mRNA de NUCB2 y la 
proteína Nesfatina-1 en tejidos de rata 
 
6.8.1 Análisis de la expresión del mRNA de NUCB2 en tejidos de rata 
 
Para identificar los tejidos de rata donde hay expresión del mRNA de NUCB2 se 
usaron ratas machos y hembras Sprague–Dawley. Se sacrificaron por dislocación 
cervical bajo anestesia, posteriormente se extrajeron los tejidos: hipotálamo, 
pituitaria, mucosa gástrica, placenta, testículo, hígado, corazón, tejido adiposo 
blanco, tejido adiposo pardo, musculo y sangre, los cuales fueron congelados 
inmediatamente en nitrógeno líquido y almacenados a -70ºC hasta el momento de 
la extracción del RNA total. Se analizó los niveles de expresión del mRNA del gen 
de NUCB2 mediante RT-PCR en tiempo real. Para verificar la amplificación del 
producto de PCR se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% descrita 
anteriormente [25,102].  
 
6.8.2 Análisis de expresión de la proteína Nesfatina-1 en tejidos de rata 
 
Para detectar la expresión de la proteína Nesfatina-1 en tejidos de rata se 
emplearon ratas Sprague–Dawley. Se empleó mucosa gástrica, placenta de 16 
días y testículo, el músculo y el riñón se usaron como controles negativos, Se 
realizó un Western Blot para la detección de la proteína Nesfatina-1 en las 
muestras de tejido homogeneizado como se describió previamente en materiales y 
métodos [103].  
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6.9 Experimento 9. Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de NUCB2 y la proteína Nesfatina-1 en hipotálamo y 
mucosa gástrica de ratas 
 
6.9.1 Efecto del ayuno sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 
en hipotálamo de ratas 
 
Para determinar el efecto del ayuno sobre la expresión y la regulación del mRNA 
de NUCB2 en el hipotálamo de rata, se tomaron 5 grupos, cada uno de 8 machos 
Sprague-Dawley de 10 semanas de edad, el primer grupo fue alimentado ad-
libitum con libre acceso al agua, tomado como grupo control, el segundo grupo fue 
privado de alimentos por 12 horas, el tercer grupo por 24 horas, el cuarto grupo 
por 36 horas y el quinto grupo fue privado de alimentos por 48 horas. 
Posteriormente a cada tratamiento las ratas se sacrificaron y se realizó la 
extracción de los tejidos. En el ensayo se emplearon los hipotálamos siguiendo el 
protocolo descrito anteriormente [25,102].  
6.9.2 Efecto del ayuno y realimentación sobre los niveles de expresión del 
mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de ratas 
 
El efecto del ayuno y la realimentación sobre la expresión y la regulación del 
mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de rata, se estudió en ratas machos 
Sprague-Dawley. El ensayo se desarrollo en 4 grupos, cada uno de 8 machos de 
10 semanas de edad, el primer grupo fue alimentado ad-libitum con libre acceso al 
agua, tomado como grupo control, el segundo grupo fue privado de alimentos por 
24 horas, el tercer grupo por 48 horas, el cuarto grupo fue privado de alimentos 48 
horas y después fue realimentado por 24 horas. Todos los animales tuvieron libre 
acceso al agua potable. Al final de la restricción las ratas fueron sacrificadas, la 
mucosa gástrica aislada y procesados para la determinación de la expresión. 
[25,102].  
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6.9.3 Efecto del ayuno y la realimentación sobre los niveles séricos de 
Nesfatina-1 en ratas 
 
Para estudiar los efecto del ayuno y la realimentación sobre los niveles séricos de 
Nesfatina-1 en ratas, se realizó el análisis en 5 grupos, cada uno de 8 machos 
Sprague-Dawley de 10 semanas de edad, de 225-250 gramos. El grupo control 
recibió alimentos ad-libitum, dos grupos de animales fueron privados de alimentos 
durante 24 y 48 horas respectivamente, mientras que un cuarto grupo estuvo en 
ayunas durante 48 horas y luego realimentado durante 24 horas, el quinto grupo 
fue ayunado por 48 horas y realimentado a las 48 horas [25]. Todos los animales 
tuvieron libre acceso al agua del grifo. Posteriormente a cada tratamiento la 
sangre fue recolectada, centrifugada y almacenada a -30°C hasta medir las 
concentraciones séricas de Nesfatina-1 por RIA de acuerdo a los protocolos 
recomendados [25].  
 
6.10. Experimento 10. Expresión del mRNA de NUCB2 y la proteína 
Nesfatina-1 durante la gestación de ratas 
 
6.10.1 Cambios de la expresión de la proteína Nesfatina-1 durante la 
gestación en placenta de ratas 
 
El propósito del presente ensayo, consistió en examinar la expresión de la 
proteína Nesfatina-1 durante la gestación. Se emplearon en el estudió ratas 
hembras vírgenes Sprague–Dawley con un peso entre 225-250g (60 días de edad) 
se aparearon con machos el día de proestro. El primer día de gestación se 
confirmo por medio de un frotis vaginal dando presencia positiva de 
espermatozoides, después fueron asignadas a 4 grupos, cada uno de 8 ratas, los 
grupos experimentales fueron: 1) ratas con 12 días de gestación, 2) ratas con 16 
días de gestación, 3) ratas con 19 días de gestación y 4) ratas con 21 días de 
gestación. Las ratas tuvieron dieta ad libitum y posteriormente a cada tratamiento 
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se sacrificaron, las placentas fueron extraídas y procesadas para la detección de 
la proteína por Western Blot según el protocolo descrito anteriormente [103].  
 
6.10.2 Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre los niveles séricos de Nesfatina-1 en ratas 
 
Fueron estudiadas ratas hembras vírgenes Sprague-Dawley de 10 semanas de 
edad, para determinar el efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad 
gestacional sobre los niveles séricos de Nesfatina-1 en ratas, se aparearon con los 
machos el día de proestro. El grupo control eran ratas gestantes con dieta ad 
libitum, el grupo tratamiento eran ratas gestantes con restricción del 30% de la 
alimentación, cada grupo se dividió en 4 subgrupos de 12 días, 16 días, 19 días y 
21 días de edad gestacional. Posteriormente a cada tratamiento la sangre fue 
recolectada, centrifugada y almacenada a -30°C hasta medir las concentraciones 
séricas de Nesfatina-1 por RIA [25,88].  
 
6.10.3 Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en el hipotálamo de 
ratas 
 
Para determinar el efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad 
gestacional sobre la expresión y la regulación del mRNA de NUCB2 en el 
hipotálamo de ratas gestantes, se estudiaron ratas hembras gestantes Sprague-
Dawley en 6 grupos (n=8) de 10 semanas de edad. El primer grupo eran hembras 
gestantes de 12 días de gestación alimentadas ad-libitum, tomado como grupo 
control para los 12 días de gestación, el segundo grupo eran hembras a los 12 
días de gestación con restricción crónica del 30% de la dieta comparada con la 
alimentación ad-libitum. El tercer grupo eran hembras de 16 días de gestación con 
dieta ad-libitum. El cuarto grupo eran hembras de 16 días de gestación con 
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restricción crónica de alimentos. El quinto grupo eran hembras de 21 días de 
gestación con dieta ad-libitum. El sexto grupo eran hembras de 21 días de 
gestación con restricción crónica de alimentos. Todos los animales tuvieron libre 
acceso al agua. Las ratas fueron sacrificadas y los hipotálamos fueron extraídos y 
procesados para el análisis de la expresión del mRNA de NUCB2 por RT-PCR en 
tiempo real como se describe anteriormente [25,102]. 
 
6.10.4 Efecto de la gestación sobre los niveles séricos de Nesfatina-1 en 
ratas 
 
Se investigó el efecto de la gestación sobre los niveles séricos de Nesfatina-1 en 
ratas hembras Sprague-Dawley de 10 semanas de edad apareadas con los 
machos. El grupo control eran ratas vírgenes con restricción del 30% de la 
alimentación, el grupo tratamiento eran ratas gestantes con restricción del 30% de 
la alimentación, cada grupo se dividió en 4 subgrupos de 12 días, 16 días, 19 días 
y 21 días de edad gestacional. Posteriormente a cada tratamiento la sangre fue 
recolectada, centrifugada y almacenada a -30°C hasta medir las concentraciones 
séricas de Nesfatina-1 por RIA [25,88].  
 
6.10.5  Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de 
ratas 
 
Para determinar el efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad 
gestacional sobre la expresión y la regulación del mRNA de NUCB2 en la mucosa 
gástrica de ratas, se estudió en 12 grupos (n=8) de hembras Sprague-Dawley de 
10-12 semanas de edad. El primer grupo control eran hembras vírgenes que se 
encontraban ciclando normalmente y que fueron alimentadas con dieta ad-libitum. 
El segundo grupo experimental eran hembras vírgenes con restricción crónica del 
30% de la dieta, comparada con la alimentación ad-libitum. El tercer grupo eran 
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hembras gestantes alimentadas con dieta ad-libitum. El cuarto grupo eran 
hembras gestantes con restricción crónica del 30% de la dieta, comparada con la 
alimentación ad-libitum, estos grupos se sacrificaron a los 12 días.  
 
El quinto grupo eran hembras vírgenes que se encontraban ciclando normalmente 
y que fueron alimentadas con dieta ad-libitum. El sexto grupo eran hembras 
vírgenes con restricción crónica del 30% de la dieta, comparada con la 
alimentación ad-libitum. El séptimo grupo eran hembras gestantes alimentadas 
con dieta ad-libitum. El octavo grupo eran hembras gestantes con restricción 
crónica del 30% de la dieta, comparada con la alimentación ad-libitum, estos 
grupos se sacrificaron a los 16 días.  
 
El noveno grupo eran hembras vírgenes que se encontraban ciclando 
normalmente y que fueron alimentadas con dieta ad-libitum. El décimo grupo eran 
hembras vírgenes con restricción crónica del 30% de la dieta, comparada con la 
alimentación ad-libitum. El décimo primer grupo eran hembras gestantes 
alimentadas con dieta ad-libitum. El décimo segundo grupo eran hembras 
gestantes con restricción crónica del 30% de la dieta, comparada con la 
alimentación ad-libitum, estos grupos se sacrificaron a los 21 días. La mucosa 
gástrica se aisló y proceso para la determinación de la expresión del mRNA de 
NUCB2 por RT-PCR en tiempo real [25,102].  
 
6.10.6 Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en la placenta de ratas 
 
Se determinó el efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre la expresión y la regulación del mRNA de NUCB2 en la placenta de ratas. El 
ensayo se realizo en 6 grupos (n=8) de hembras Sprague-Dawley de 10-12 
semanas de edad. El primer grupo eran hembras de 12 días de gestación que fue 
alimentado ad-libitum con libre acceso al agua, tomado como grupo control, el 
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segundo grupo eran hembras de 12 días de gestación con restricción crónica del 
30% de la dieta, comparada con la alimentación ad-libitum, el tercer grupo eran 
hembras de 16 días de gestación alimentadas ad-libitum, el cuarto grupo eran 
hembras de 16 días de gestación con restricción crónica del 30% de la dieta, 
comparada con la alimentación ad-libitum, el quinto grupo eran hembras de 21 
días de gestación con dieta ad-libitum, el sexto grupo eran hembras de 21 días de 
gestación con restricción crónica del 30% de la dieta, comparada con la 
alimentación ad-libitum. Las ratas se sacrificaron y se extrajo la mucosa gástrica 
para el análisis de la expresión del mRNA de NUCB2 por RT-PCR en tiempo real 
[25,102]. 
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7. RESULTADOS 
 
7.1 Experimento 1. Ontogenia, género y niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejidos de rata 
 
7.1.1 Análisis de la expresión del mRNA de Vaspina en tejidos de rata 
 
La figura 1, muestra una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para verificar la 
amplificación del producto de RT-PCR. En la parte superior de la figura se 
encuentra el análisis de los transcritos de Vaspina con 163 pb en diferentes tejidos 
de rata. Se encontró que hay expresión positiva del mRNA de Vaspina en tejido 
adiposo pardo, tejido adiposo blanco (WAT), placenta y ovario como ha sido 
reportado en la literatura [46,47]. Adicionalmente no hubo expresión en los tejidos: 
mucosa gástrica, páncreas, hígado, riñón, glándula adrenal e hipotálamo. El WAT 
fue tenido en cuenta para el estudio de la regulación de los niveles de mRNA de 
Vaspina, por evidenciar mayor expresión. Es importante destacar que se uso la 
sangre como control negativo, ya que permite determinar con certeza que la 
expresión de Vaspina es específica del tejido en el cual se encuentra y no de la 
irrigación sanguínea que tenga el tejido. 
 
En la parte inferior de la figura, se observa la amplificación del gen HPRT (137pb) 
en los mismos tejidos de rata. Este gen es un housekeeping que fue usado como 
control interno para normalizar los valores. 
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Figura 1. Expresión del mRNA de Vaspina en tejidos de rata 
 
 
 
Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para verificar los amplificados del producto de 
PCR. Transcritos de Vaspina en diferentes tejidos de rata (163 pb). Línea 1: Marcador de peso 
molecular 100 pb. Línea 2: Tejido adiposo pardo. Línea 3: Tejido adiposo blanco. Línea 4: 
Placenta. Línea 5: Ovario. Línea 6: Mucosa gástrica. Línea 7: Páncreas. Línea 8: Hígado. Línea 9: 
Riñón. Línea 10: Glándula adrenal. Línea 11: Hipotálamo. Línea 12: Control (-) Sangre. Línea 13: 
Control (-) Sangre. Línea 14: Control (-) RT (-). Línea 15: Control (-) PCR (-). Línea 16: Marcador de 
peso molecular 100 pb. HPRT (137) pb como control interno. 
 
7.1.2 Influencia de la edad y el género sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
En la figura 2, se observan cambios significativos en los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo, mediante RT-PCR en tiempo real. Durante el 
desarrollo de las ratas, el mayor cambio en los niveles de expresión se observó a 
los 45 días de desarrollo en machos y hembras (p<0.01), 25d vs. 45d y disminuye 
posteriormente. Hay mayor expresión a los 45 días de edad en ratas hembras, en 
comparación con los machos de la misma edad, mientras que su nivel sigue 
siendo similar entre machos y hembras de otras edades. En conjunto, estos 
resultados sugieren que la expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo está 
regulada específicamente por la edad y el género. 
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Figura 2. Influencia de la edad y el género sobre los niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de rata 
  
Figura 2. Análisis de los niveles de expresión relativa del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de 
ratas, mediante RT-PCR en tiempo real. Ratas machos (barra blanca) y hembras (barra azul), de 
25, 45, 60 y 90 días de desarrollo. Hay un incremento significativo en el día 45 de desarrollo en 
ratas machos y hembras. Los valores son normalizados usando HPRT como control interno y son 
expresados en unidades arbitrarias. Los valores son mostrados como la  media de la desviación 
estándar (**p<0.01). 
 
 
7.2. Experimento 2. Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
7.2.1 Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
En la figura 3, se observa los niveles de expresión relativa del mRNA de Vaspina 
en tejido adiposo de ratas macho después de 24 y 48 horas de privación de 
alimentos, estos niveles presentan una reducción significativa (p<0,001) 
comparados con el grupo control. Los niveles relativos fueron normalizados con el 
control interno del gen HPRT y los resultados son expresados en unidades 
arbitrarias [44,46].  
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Figura 3. Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
  
Figura 3. Análisis de los niveles de expresión relativa del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de 
ratas machos mediante RT-PCR en tiempo real. (Izq-Der) Barra blanca grupo control, ratas 
alimentadas ad-Libitum. Primera barra azul, grupo de ratas con ayuno de 24 horas. Segunda barra 
azul, grupo de ratas con ayuno de 48 horas. Los niveles relativos de mRNA fueron normalizados 
con el control interno del gen HPRT y los resultados son expresados en unidades arbitrarias. Los 
datos son mostrados como la media de la desviación estándar ± SEM, (***p <0,001). 
 
 
7.3. Experimento 3. Gestación y expresión del mRNA de Vaspina en tejido 
adiposo de  rata 
 
7.3.1 Efecto de la gestación sobre los niveles de expresión de mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Se analizaron los niveles de expresión relativa del mRNA de Vaspina en tejido 
adiposo de ratas gestantes mediante RT-PCR en tiempo real. En la figura 4, se 
observa que el grupo de ratas gestantes presentan una disminución en la 
expresión del mRNA de Vaspina comparadas con el grupo control de ratas no 
gestantes, la expresión desciende en el día 12 de gestación, aumenta en el día 16 
de gestación, pero continúa descendiendo los días 19 al 21. Sin embargo la 
reducción no es significativa. 
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Figura 4. Efecto de la gestación sobre los niveles de expresión del mRNA de Vaspina en 
tejido adiposo de rata 
  
Figura 4. Análisis de los niveles de expresión relativa del mRNA de Vaspina en el tejido adiposo de 
ratas gestantes mediante RT-PCR en tiempo real. (Izq-Der) Barra blanca control negativo ratas no 
gestantes, Primera barra azul, 12 días de gestación, segunda barra azul 16 días de gestación, 
tercera barra azul 19 días de gestación, cuarta barra azul 21 días de gestación. Los valores fueron 
normalizados en relación al valor del control interno gen HPRT y los resultados fueron expresados 
en unidades arbitrarias. Los datos son mostrados como la media de la desviación estándar (± 
SEM). 
 
7.4 Experimento 4. Esteroides gonadales y expresión del mRNA de Vaspina 
en tejido adiposo de rata 
7.4.1 Efecto de las hormonas gonadales en los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Los resultados de la RT-PCR en tiempo real en la figura 5, muestran que en 
ausencia de las hormonas gonadales después de la cirugía de extracción, los 
niveles de expresión relativa del mRNA de Vaspina en tejido adiposo aumentan en 
comparación con las ratas del grupo control.  
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Figura 5. Efecto de las hormonas gonadales sobre los niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de rata 
  
Figura 5. Análisis de los niveles de expresión relativa del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de 
ratas, mediante RT-PCR en tiempo real. Efecto de las hormonas gonadales en la expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de ratas machos y hembras. Control (barra blanca), Ratas 
gonadectomizadas (barra azul). Se observo un aumento en los niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de ratas machos y hembras sometidos a gonadectomia. Los valores son 
normalizados usando HPRT como control interno y son expresados en unidades arbitrarias. Los 
valores son mostrados como la media de la desviación estándar. 
 
7.5. Experimento 5. Estado tiroideo y niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
7.5.1 Efecto de la hormona tiroides sobre los niveles de expresión del mRNA 
de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
La hormona tiroides juega un papel crucial en la regulación del crecimiento, 
desarrollo y metabolismo en vertebrados [96]. En la figura 6, se analiza los niveles 
de expresión del mRNA de Vaspina, mediante RT-PCR en tiempo real. Los niveles 
de expresión decrecen significativamente (p<0.01) en ratas tratadas con T4 
inducidas a hipertiroidismo y aumentan significativamente (p<0.05) en ratas 
tratadas con AMT inducidas a hipotiroidismo, con respecto al grupo control de 
ratas eutiroides.  
Estos resultados indican que los niveles de expresión del mRNA de Vaspina es 
afectada por el estado de la hormona tiroides 
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Figura 6. Efecto de la hormona tiroides sobre los niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
  
Figura 6. Análisis del efecto de la hormona tiroides sobre los niveles relativos de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de ratas, mediante RT-PCR en tiempo real. Se observa una 
baja regulación del mRNA de Vaspina en respuesta al tratamiento con T4 (**p<0.05) y un 
incremento en la expresión del mRNA de Vaspina al tratamiento con AMT (*p<0.01). Grupo de 
ratas control (barra blanca), Tratamientos (barra azul). Los valores son mostrados como la media 
de la desviación estándar. 
 
7.6. Experimento 6. Influencia de factores exógenos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
7.6.1 Efecto de la administración de Leptina sobre los niveles de expresión 
del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
La administración I.P. de Leptina recombinante en una dosis de 0,5 mg por kg de 
peso corporal, cada 6 h durante 3 días, revirtió parcialmente la baja expresión del 
mRNA de Vaspina en WAT aumentando su expresión después de ayuno (p<0,01) 
Figura 7. Lo que sugiere que el aumento en los niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina después de un ayuno, puede ser mediado por los niveles de Leptina. 
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Figura 2. Efecto de la administración de Leptina sobre los niveles de expresión del mRNA 
de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
 
 
Figura 7. Análisis del efecto de la administración de Leptina sobre los niveles relativos de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata, mediante RT-PCR en tiempo real. Se 
observa que el tratamiento con leptina invirtió los bajos niveles de expresión del mRNA de Vaspina 
después de 48 h de ayuno. Los valores se normalizan a los valores internos del control de 
fosforribosil hipoxantina transferasa (HPRT) y los resultados se expresan en unidades arbitrarias. 
Los valores medios fueron obtenidos a partir de 8 animales por grupo. Los valores son mostrados 
como la media de la desviación estándar ± SEM, (*p<0,05), (**p<0,01). Grupo de ratas control 
(barra blanca), Tratamiento (barra azul).  
 
7.6.2 Efecto de la administración crónica de Metformina sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
La figura 8, muestra que el tratamiento a largo plazo con Metformina, incrementa 
los niveles de expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de ratas, como 
ha sido reportado en la literatura [94].  
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Figura 8. Efecto de la administración crónica de Metformina sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
  
Figura 8. Análisis de la expresión del mRNA de Vaspina en WAT después de la administración de 
metformina. El tratamiento con metformina durante 3 semanas induce mayores niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en WAT. Los valores se normalizaron a los valores del control 
interno HPRT y los resultados se expresan en unidades arbitrarias. Los valores medios fueron 
obtenidos de seis animales por grupo. Los valores son mostrados como la media de la desviación 
estándar ± SEM, (**p<0,01), (***p<0,001). Grupo de ratas control (barra blanca), Tratamiento 1, 2 y 
3 semanas (barra azul). 
 
7.6.3 Efecto de la administración de Resistina sobre los niveles de expresión 
del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
La figura 9, muestra que la administración crónica central de la Resistina condujo 
a una ligera disminución en los niveles de expresión del mRNA de Vaspina en 
WAT en comparación con las ratas tratadas con solución salina, en general, estos 
hallazgos sugieren que el incremento en los niveles de Vaspina, produce 
sensibilidad a la insulina, mientras que la reducción en los niveles de expresión 
produce condiciones de resistencia a la insulina. 
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Figura 9. Efecto de la administración de Resistina sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Figura 9. Análisis de la expresión del mRNA de Vaspina en WAT después de la administración 
crónica de Resistina, se redujo ligeramente los niveles de expresión del mRNA de Vaspina en 
WAT. Los valores se normalizaron con los valores del control interno HPRT y los resultados se 
expresan en unidades arbitrarias. Los valores medios fueron obtenidos de seis animales por grupo. 
Los valores son mostrados como la media de la desviación estándar ± SEM, (**p<0,01). Grupo de 
ratas control (barra blanca), Tratamiento con Resistina (barra azul). 
 
7.7. Experimento 7. Influencia de factores endógenos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
7.7.1 Efecto de los glucocorticoides endógeno sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Los resultados en la figura 10, muestran que ADX disminuyó significativamente 
(p<0,05) los niveles de expresión de Vaspina, en comparación con las ratas del 
grupo control de operación simulada. Estos resultados indican que la falta de 
glucocorticoides endógenos disminuye los niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina. 
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Figura 10. Efecto de los glucocorticoides endógenos sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
  
Figura 10. Efecto de los glucocorticoides endogenos sobre los niveles de expresión del mRNA de 
Vaspina en tejido adiposo de rata. Niveles de expresión relativa del mRNA de Vaspina, 
determinada por PCR en tiempo real en el WAT de ratas que fueron sometidas a adrenalectomía 
(ADX). Las ratas usadas como controles se les realizo una operación simulada. Los valores se 
expresan con relación a la expresión HPRT (media ± SEM) (n = 6). (*p<0,05). Grupo de ratas 
control (barra blanca), Tratamiento ADX (barra azul). 
 
7.7.2 Efecto de la deficiencia de la hormona de crecimiento sobre los niveles 
de expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Los resultados en la figura 11, demuestran que los niveles del mRNA de Vaspina 
en WAT son más bajos en ratas deficientes GH en comparación con el control de 
ratas, lo que sugiere que la falta de GH disminuye los niveles de expresión de 
Vaspina. Los niveles de expresión del mRNA de Vaspina en WAT fue 
significativamente bajo (p<0,05), en comparación con el control. 
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Figura 11.  Efecto de la deficiencia de la hormona de crecimiento sobre los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
  
Figura 11. Efecto de la deficiencia de la hormona de crecimiento sobre Vaspina. Los niveles de 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata fue significativamente regulado a la baja 
en ratas enanas Dwarf, en comparación a las ratas control Lewis. Los valores se normalizaron con 
el control interno HPRT. Los valores se expresan con relación a la expresión HPRT y se expresan 
en unidades arbitrarias (media ± SEM) (n = 6). (p<0,05). Grupo de ratas control Lewis (barra 
blanca), Dwarf (barra azul). 
 
7.8. Experimento 8. Ontogenia, género  y expresión del mRNA de NUCB2 y la 
proteína Nesfatina-1 en tejidos de rata 
7.8.1 Expresión del mRNA de NUCB2 en tejidos de rata 
  
La figura 12, muestra una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para verificar la 
amplificación del producto de PCR. En la parte superior de la figura se encuentra 
el análisis de los transcritos del gen de NUCB2 con 150 pb en diferentes tejidos de 
rata. La expresión positiva del mRNA de NUCB2, fue detectada en el hipotálamo, 
pituitaria, mucosa gástrica, placenta, testículo, hígado, corazón, tejido adiposo 
blanco, tejido adiposo pardo de ratas adultas machos y hembras. No se detecto 
señal del mRNA de NUCB2 en músculo, ni células sanguíneas. El hipotálamo, 
mucosa gástrica, placenta y testículo fueron tenidos en cuenta para el estudio de 
la regulación de los niveles de expresión del mRNA de NUCB2, como ha sido 
reportado en la literatura [26,102].  
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Figura 12. Expresión del mRNA de NUCB2 en tejidos de rata 
  
Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar los transcritos de NUCB2 en 
diferentes tejidos de rata. En el panel superior, RT-PCR representativa de la expresión de mRNA 
de NUCB2 (150pb) en tejidos de rata. Línea 1: Marcador de peso molecular (100pb). Línea 2: 
Hipotálamo. Línea 3: Pituitaria. Línea 4: Mucosa gástrica. Línea 5: Placenta. Línea 6: Testículo. 
Línea 7: Hígado. Línea 8: Corazón. Línea 9: Tejido adiposo blanco. Línea 10: Tejido adiposo pardo. 
Línea 11: Músculo. Se incluyeron como controles negativos en la Línea 12: Sangre. Línea13: RT(-). 
Línea 14: PCR(-). Línea 15: Marcador de peso molecular (100pb). HPRT (137pb) control interno. 
 
En el panel inferior de la figura 12, encontramos la amplificación del gen HPRT 
(137pb) marcado con Bromuro de Ethidio en los mismos tejidos de rata. Este gen 
es un housekeeping que fue usado como control interno para normalizar los 
valores.  
7.8.2 Análisis de expresión de la proteína Nesfatina-1 en tejidos de rata 
 
En la figura 13, la expresión de la proteína Nesfatina-1 fue detectada en mucosa 
gástrica, placenta de 16 días de gestación y testículo de ratas adultas machos y 
hembras. No se detecto señal de la proteína en músculo y riñón ya que se usaron 
como controles negativos.  
 
Figura 13. Expresión de la proteína Nesfatina-1 en tejidos de rata 
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Figura 13. Western Blot de la proteína NUCB2 (55KDa) en mucosa gástrica, placenta de 16 días 
de gestación y testículo. Controles negativos músculo y riñón. En el panel inferior de la figura, se 
uso B-actina como control de carga. (37.1KDa).  
 
7.9. Experimento 9. Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de NUCB2 y la proteína Nesfatina-1 en hipotálamo y 
mucosa gástrica de ratas 
 
7.9.1 Efecto del ayuno sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 
en el hipotálamo de ratas  
 
En la figura 14, se observa los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en 
hipotálamo de ratas macho, sometidos a ayuno, normalizados con la amplificación 
del gen HPRT (137pb), este gen es un housekeeping que fue usado como control 
interno para normalizar los valores. PCR semi-cuantitativa en tiempo real muestra 
que los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en el hipotálamo de ratas 
macho disminuye significativamente después de 24 h de ayuno (p<0.01). 
 
Figura 14. Efecto del ayuno sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en el 
hipotálamo de rata 
  
Figura 14. Niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en hipotálamo de ratas macho en respuesta 
a ayuno por 12, 24, 36, y 48 horas. Los datos fueron normalizados con el control interno el gen 
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HPRT. Los valores son expresados como (±SEM) de (n=8 por grupo). Las diferencias significativas 
son indicadas por **(p<0.01). 
 
7.9.2 Efecto del ayuno y la realimentación sobre los niveles de expresión del 
mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de ratas 
 
En la figura 15, se observa un descenso significativo en los niveles de expresión 
del mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de ratas macho después de 48 horas de 
ayuno, comparado con las ratas del grupo control ad-libitum. La realimentación 
incremento los niveles del mRNA de NUCB2 después de 24 horas. 
 
Figura 15. Efecto del ayuno y la realimentación sobre los niveles de expresión del mRNA 
de  NUCB2 en mucosa gástrica de rata 
 
Figura 15. Niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de ratas macho, en 
respuesta a un ayuno de 24h, 48h y realimentación después de un ayuno de 48 horas. Los valores 
son normalizados con el control interno, el gen HPRT y los datos son expresados como (±SEM) de 
(n=8 por grupo). Las diferencias significativas son indicadas por **(p<0.01). 
 
7.9.3 Efecto del ayuno y la realimentación sobre los niveles séricos de 
Nesfatina-1 en ratas 
 
En la figura 16, se observa un descenso significativo en los niveles séricos de 
Nesfatina-1 en ratas después de 24 y 48 horas de ayuno, comparado con las ratas 
del grupo control ad-libitum. La realimentación incremento los niveles séricos de 
NUCB2 después de 24 horas. 
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Figura 16. Efecto del ayuno y la realimentación sobre los niveles séricos de Nesfatina-1 
de ratas 
 
Figura 16. Niveles séricos de Nesfatina-1 de ratas, en respuesta a un ayuno de 24h, 48h y 
realimentación después de un ayuno de 48 horas. Los datos son expresados como (±SEM) de 8 
diferentes animales. Las diferencias significativas son indicadas por (*p<0.05) (**p<0.01). 
 
7.10. Experimento 10. Expresión del mRNA de NUCB2 y la proteína 
Nesfatina-1 durante la gestación de ratas 
 
7.10.1 Cambios en la expresión de la proteína Nesfatina-1 durante la 
gestación en placenta de ratas 
  
En la figura 17, se observa que la expresión de la proteína Nesfatina-1 en la 
placenta de ratas gestantes, se incrementa en el día 16 de gestación y después 
disminuye su expresión al final de la gestación. 
 
Figura 17. Cambios en la expresión de la proteína NUCB2 durante la gestación, en la 
placenta de ratas gestantes 
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Figura 17. Western Blot de la expresión de la proteína Nesfatina-1 en placenta de ratas. Cambios 
en la expresión de la proteína Nesfatina-1 en la placenta de rata en el día 12, 16, 19 y 21 de 
gestación. B-actina fue usada como control de carga.  
 
7.10.2 Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre los niveles séricos de la proteína Nesfatina-1 en ratas 
  
En la figura 18, se observó, que al inicio de la gestación, (día 12) las ratas con 
restricción de alimentos presentaron una reducción significativa en los niveles 
séricos de la proteína Nesfatina-1. En contraste en la mitad y hacia el final de la 
gestación, las ratas que tuvieron restricción de alimentos, presentaron un aumento 
en los niveles séricos de la proteína, comparado con el grupo control. Se observa 
que los niveles séricos de NUCB2 en ratas gestantes disminuyen durante toda la 
gestación con dietas ad-libitum. 
 
Figura 18. Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional sobre los 
niveles séricos de la proteína Nesfatina-1 en ratas 
  
Figura 18. Cambios en los niveles séricos de Nesfatina-1 durante la gestación en respuesta a la 
restricción de alimentos. Ratas gestantes ad-libitum y ratas gestantes con restricción de alimentos. 
Los niveles séricos de Nesfatina-1 son medidos por RIA. Los datos son expresados como (±SEM) 
de (n=8 por grupo). Las diferencias significativas son indicadas por (**p<0.01). 
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7.10.3 Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en el hipotálamo de 
ratas 
  
La figura 19, evidencia que la expresión del mRNA de NUCB2 en el hipotálamo de 
ratas gestantes, se incrementa durante toda la gestación con dietas ad-libitum. En 
contraste, los niveles de expresión hipotálamica del mRNA de NUCB2 disminuyen 
significativamente durante la gestación, en ratas con restricción de alimentos, 
comparado con el grupo control de ratas ad-libitum. 
 
Figura 19. Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional sobre la 
expresión del mRNA de NUCB2 en el hipotálamo de ratas 
  
Figura 19. Niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en el hipotálamo de ratas gestantes, en 
respuesta a un ayuno de 24 horas. Los valores son normalizados con el control interno HPRT y los 
datos son expresados como (±SEM) de (n=8 por grupo). Las diferencias significativas son 
indicadas por (**p<0.01). 
 
7.10.4 Efecto de la gestación sobre los niveles séricos de la proteína 
Nesfatina-1 en ratas 
  
En la figura 20 se observa, que los niveles séricos de Nesfatina-1 en ratas 
vírgenes con restricción de alimentos, se disminuye durante 19 dias, pero en el día 
21 hay un incremento. En contraste, los niveles séricos de Nesfatina-1 en ratas 
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gestantes con restricción de alimentos, se incrementan durante la gestación, pero 
hacia el final de la gestación en el día 21 hay un descenso. 
 
Figura 20. Efecto de la gestación sobre los niveles séricos de la proteína Nesfatina-1 en 
ratas 
 
Figura 20. Cambios en los niveles séricos de Nesfatina-1 durante la gestación a los 12, 16, 19 y 21 
días. Ratas vírgenes y gestantes con restricción de alimentos. Los niveles de Nesfatina-1 fueron 
medidos por RIA. Los datos son expresados como (±SEM) de (n=8 por grupo). 
 
7.10.5 Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de 
ratas 
 
La expresión del mRNA de NUCB2 fue determinada en mucosa gástrica de ratas a 
diferentes edades gestacionales y ratas no gestantes ad-libitum y con restricción 
de alimentos. En la figura 21, se observa que las ratas vírgenes con restricción de 
alimentos, desciende significativamente los niveles del mRNA de NUCB2 en 
mucosa gástrica. También en ratas gestantes los niveles de expresión descienden 
significativamente como va progresando la gestación, pero aumenta hacia el final 
de la gestación. El nivel de expresión más bajo se encontró a los 16 días de 
gestación, comparadas cronológicamente con el grupo de ratas alimentadas ad-
libitum (p<0.01). La restricción de alimentos decrece los niveles del mRNA en 
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mucosa gástrica de ratas gestantes y no gestantes comparadas con sus 
respectivos controles de alimentación ad-libitum. 
 
Figura 21. Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional sobre la 
expresión del mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de ratas 
  
Figura 21. Efecto de la restricción de alimentos y la edad gestacional sobre los niveles de 
expresión del mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica de ratas de 12, 16 y 21 días de gestación. Las 
ratas fueron alimentadas ad-libitum o con restricción de alimentos. El mRNA fue analizado por PCR 
en tiempo real. Adicionalmente se determino los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en 
mucosa gástrica de ratas no gestantes. Las barras de la grafica representan la media (±SEM) de 
los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 normalizados con los niveles de HPRT, durante la 
gestación. Las diferencias significativas son indicadas por (**p<0.01). 
 
7.10.6 Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional 
sobre los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en placenta de ratas 
 
En la figura 22. Se observa una reducción significativa en los niveles del mRNA de 
NUCB2 en placenta de ratas durante el periodo de gestación con dietas ad-libitum. 
La restricción de alimentos reduce significativamente los niveles del mRNA de 
NUCB2 pero hacia el final de la gestación (día 21), tiene un leve incremento. 
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Figura 22. Efecto de la restricción crónica de alimentos y la edad gestacional sobre los 
niveles de expresión del mRNA de NUCB2 en placenta de ratas 
 
Figura 22. Efectos de la edad gestacional y la restricción de alimentos sobre los niveles de 
expresión del mRNA de NUCB2 en placenta de 12, 16 y 21 días de gestación. Las barras blancas 
indican el grupo control de ratas gestantes alimentadas ad-libitum y las barras azules indican el 
grupo de ratas gestantes con restricción de alimentos. Los niveles de mRNA son analizados por 
PCR en tiempo real. Los niveles del mRNA de NUCB2 son normalizados con HPRT. Los datos se 
muestran como la media (±SEM) de los niveles de expresión del mRNA de NUCB2 normalizados 
con los niveles de HPRT, durante la gestación. Las diferencias significativas son indicadas por 
(**p<0.01). 
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8. DISCUSION 
 
 
La discusión a los resultados obtenidos se realizó teniendo en cuenta la función de 
Vaspina, Nesfatina-1 y su precursor NUCB2 en el metabolismo, los cambios 
metabólicos de la gestación y los posibles mecanismos involucrados en el proceso 
de reprogramación metabólica fetal. 
 
8.1 Ontogenia, género y niveles de expresión del mRNA de Vaspina en 
tejidos de rata 
 
Según lo reportado en la literatura [46,47] y confirmado en el presente estudio, se 
determinó la expresión del mRNA de Vaspina en el tejido adiposo, placenta y 
ovario (Figura 1). La expresión del mRNA de Vaspina sugiere que, sus niveles de 
expresión son altos en el tejido adiposo y que para su regulación es necesaria la 
presencia de grasa debido a que se observa expresión positiva en los tejidos 
placenta, WAT y ovario.  
 
Se demostró que los niveles del mRNA de Vaspina, derivados del tejido adiposo, 
no exhiben diferencias significativas en ratas de diferente sexo. Se observaron 
cambios en el nivel de expresión del mRNA de Vaspina durante el desarrollo, 
dependientes de la edad. Los principales cambios se observan a través del 
desarrollo postnatal, particularmente durante los primeros cuarenta y cinco días de 
vida. Aunque no parece que existan diferencias en el patrón de expresión 
asociado al sexo en la fase temprana del desarrollo, la pubertad y la fase adulta, sí 
se encuentra una marcada diferencia, en la expresión de Vaspina durante el 
primer periodo neonatal en comparación con los niveles observados en ratas 
adultas. Vaspina, en el tejido adiposo de ratas macho de 25 días es bajo y alcanza 
un nivel de expresión mayor a los 45 días y decrece a lo largo del desarrollo. Hay 
mayor expresión a los 45 días de edad en ratas hembras, en comparación con los 
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machos de la misma edad. En conjunto, estos resultados sugieren que la 
expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo está regulada específicamente 
por la edad y el género. En ratas hembra, se observó una elevación de la 
expresión hasta el día 45 de desarrollo, a partir del cual desciende por debajo de 
la expresión de los machos (Figura 2). 
 
En resumen, este estudio aporta por primera vez las siguientes evidencias: a) Se 
observaron cambios en el nivel de expresión del mRNA de Vaspina en tejido 
adiposo en función del desarrollo. b) Su expresión depende de la edad, es baja 
desde el periodo perinatal a los 25 días de desarrollo, llegando al máximo durante 
la pubertad a los 45 días de desarrollo, hasta llegar a ser estable en la adultez 
para ratas machos y hembras. c) No se observó diferencias de acuerdo al sexo en 
las edades estudiadas, pero se presenta un patrón de incremento en la expresión 
más gradual en ratas hembras que en machos.  
 
8.2. Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
El presente trabajo, contribuye a clarificar, el papel fisiológico que juega Vaspina 
en la regulación del balance energético, ya que se conoce que las adaptaciones 
metabólicas en condiciones de desnutrición, podría conducir a una alteración en 
los diferentes ejes endocrinos. Mediante el estudio de un modelo de desnutrición 
crónica, en tejido adiposo de ratas machos como una aproximación experimental 
para estudiar el efecto a largo plazo de la desnutrición, se midió los niveles de la 
expresión del mRNA de Vaspina. 
 
Se detectó una reducción significativa en los niveles de expresión relativa del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de ratas macho después de 24 y 48 horas de 
privación de alimentos, es posible que esta reducción significativa en los niveles 
de Vaspina, después de un periodo de privación total del aporte de calorías y 
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nutrientes, represente una adaptación fisiológica frente a un balance negativo de 
energía en el organismo como la desnutrición (Figura 3). 
 
8.3. Gestación y expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de  rata 
  
Durante la gestación, se presentan cambios notorios en el metabolismo 
energético, debido al incremento en la ingesta de alimentos, hiperlipidemia y 
disminución de la sensibilidad a la insulina. Estas adaptaciones favorecen la 
adquisición de energía por parte del feto y preparan la madre para la lactancia. Se 
ha propuesto, que estas adaptaciones por parte de la madre durante la gestación, 
son originadas principalmente por las hormonas producidas en la placenta. Sin 
embargo, los mecanismos implicados en la regulación de Vaspina, aún se 
desconocen. 
 
La regulación de la expresión ontogénica de Vaspina en el contexto de los 
cambios en la sensibilidad a la insulina que se presentan durante la gestación, se 
evidencia que a partir del momento de la gestación, los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina descienden, comparadas con el grupo control de ratas no 
gestantes (Figura 4). La expresión desciende en el día 12 de gestación, aumenta 
en el día 16 y continúa descendiendo los días 19 al 21. Esto podría favorecer al 
feto, porque conlleva a un aumento en la ingesta de alimentos, por parte de la 
rata, pero llama la atención que en el día 16, los niveles de expresión aumentan, lo 
que hace suponer que alrededor del día 16, Vaspina desempeñe un importante 
papel metabólico para su desarrollo y crecimiento del feto. Posterior al día 16, los 
niveles del mRNA de Vaspina continua descendiendo. 
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8.4 Esteroides gonadales y expresión del mRNA de Vaspina en tejido 
adiposo de rata 
 
Se determinó el papel que juegan los esteroides gonadales sobre la regulación de 
la expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo de ratas machos y hembras. 
Los resultados del estudio muestran cuando se realizó la extracción quirúrgica de 
las gónadas, los valores de Vaspina aumentaron (Figura 5).  
Este resultado indicaría que Vaspina en tejido adiposo está influenciada por el 
entorno asociado a las hormonas sexuales presentes en ratas adultas. La razón 
es incierta, lo que llevaría a hipotetizar que Vaspina juega un papel directo o 
indirecto en la maduración sexual en ratas, sin embargo las hormonas gonadales 
no regulan la expresión del mRNA de Vaspina en WAT. Los cambios apreciados 
en la expresión de Vaspina, podrían ser relevantes para el desarrollo, lo cual debe 
ser establecido.  
 
Se podría sugerir que la expresión de Vaspina es contraregulada por las 
hormonas sexuales, pero no depende de estas para poder expresarse en el WAT, 
sin embargo se debe continuar realizando estudios específicos que comprueben 
esta hipótesis.  
 
En resumen, este estudio aporta por primera vez las siguientes evidencias: a) Los 
niveles de expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo se incrementan en 
ratas gonadectomizadas, presentándose un patrón de incremento en la expresión 
más gradual en ratas hembras. b) No se observó diferencias significativas de 
acuerdo al sexo. c) La expresión de mRNA de Vaspina, parece no depender de la 
influencia de las hormonas esteroidales en ratas hembras y machos adultas. 
 
8.5. Estado tiroideo y niveles de expresión del mRNA de Vaspina en tejido 
adiposo de rata 
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Mediante ensayos de RT-PCR semicuantitativos, se estudio el efecto del estado 
tiroideo sobre la expresión del mRNA de Vaspina en tejido adiposo, los 
experimentos evidenciaron una regulación significativamente baja (p<0.01) en los 
niveles del mRNA de Vaspina en WAT de ratas tratadas con T4 inducidas a 
hipertiroidismo y en ratas tratadas con AMT inducidas a hipotiroidismo hay un 
incremento significativo (p<0.05) cuando se comparan con los controles 
eutiroideos tratados con vehículo (Figura 6). Estos resultados indican que la 
expresión del mRNA de Vaspina en el WAT fue afectada por el estado de la 
hormona tiroides. 
 
8.6. Influencia de factores exógenos sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
La función de la Leptina  constituye una señal (retroalimentación negativa) que 
informa al cerebro que el cuerpo tiene bastante comida y que debe inhibir el 
apetito. Por esta razón cuando el ayuno disminuye la expresión del mRNA de 
Vaspina, esto genera un balance positivo de energía. El tratamiento con Leptina, 
invirtió los bajos niveles de Vaspina después de 48 horas de ayuno (Figura 7), 
indicando que a pesar de no tener un suministro optimo de alimentos, el 
incremento de Leptina origina una respuesta anorexigénica desencadenando el 
aumento en la expresión de Vaspina y generando señales de pérdida del apetito. 
 
La función antidiabética de la metformina mejora la hiperglucemia a través de la 
represión de la producción hepática de glucosa, es decir, el bloqueo de la 
gluconeogénesis hepática, el tratamiento continuo de metformina durante 3 
semanas aumento los niveles de expresión del mRNA mensajero de Vaspina 
(Figura 8), asociando el uso de la metformina al tratamiento y prevención de la 
diabetes mellitus tipo 2, también en pacientes con síndrome metabólico [104]. Esto 
generaría una posible reducción del apetito y por ende un descenso en el peso 
corporal. 
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La Resistina actúa como regulador de la adipogénesis, en relación con la obesidad 
y la diabetes tipo 2, sus niveles circulantes son elevados en animales obesos, con 
resistencia a la insulina y su expresión disminuye tras la administración de 
fármacos antidiabéticos [38]. La administración de Resistina  disminuye los niveles 
de expresión de Vaspina (Figura 9), esta respuesta podría generar el aumento del 
consumo de alimentos y un incremento en el peso corporal.   
 
8.7. Influencia de factores endógenos sobre los niveles de expresión del 
mRNA de Vaspina en tejido adiposo de rata 
 
Después de la cirugía de adrenalectomía se observó la disminución de los niveles 
de expresión del mRNA de Vaspina (Figura 10), la ADX ocasiona la falta de 
glucocorticoides endógenos implicados en la regulación de la energía [100]. Estos 
resultados sugieren que los glucocorticoides endógenos son reguladores críticos 
de los niveles de expresión de Vaspina.  
 
La deficiencia de la hormona de crecimiento se relaciona con adiposidad y con el 
deterioro de la sensibilidad a la insulina [101]. Los efectos de la deficiencia de la 
HG, produjo bajos niveles de expresión de mRNA de vaspina en el WAT, lo que 
sugiere que la falta de GH disminuye los niveles de expresión de Vaspina (Figura 
11).  
 
En conclusión, se demuestra que GHRH es influenciado por la edad y el sexo y 
sus niveles aumentan durante la etapa juvenil en hembra y en macho. Respecto a 
somatostatina, se presenta una elevación con la edad y las diferencias en género 
son también dependientes de la edad. Se observó que GH plasmático se eleva 
alrededor de los 35 días y es mayor en macho que en hembra. Los niveles de IGF-
1 se elevan de la misma manera pero son más altos en hembra, mientras que el 
peso corporal aumenta de forma más pronunciada en el macho. En hipotálamo de 
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rata, se determinó que el incremento más rápido en GHRH se logra entre los días 
20-50 comparado con los días 0-20 y 50-90 de vida sin presentar diferencia en 
función del sexo (71). 
 
8.8. Ontogenia, género  y expresión del mRNA de NUCB2 y la proteína 
Nesfatina-1 en tejidos de rata 
 
Con respecto a la expresión del mRNA de NUCB2 en tejido de ratas, hubo 
detección en hipotálamo, pituitaria, mucosa gástrica, placenta, testículo, hígado, 
corazón, tejido adiposo blanco y tejido adiposo pardo (Figura 12). El estudio en los 
tejidos: hipotálamo, mucosa gástrica y placenta fue para determinar la influencia 
del estado nutricional y la gestación sobre la expresión de NUCB2. La expresión 
del mRNA de NUCB2 en el hipotálamo y otros tejidos periféricos, nos permite 
considerar que Nesfatina-1 puede tener un papel en las funciones fisiológicas 
específicas de esos tejidos [48,102]. 
 
La expresión de la proteína Nesfatina-1 fue detectada en mucosa gástrica, 
placenta de 16 días de gestación y testículo de ratas adultas machos y hembras 
(Figura 13).  
 
8.9. Efecto de la restricción de alimentos sobre los niveles de expresión del 
mRNA de NUCB2 y la proteína Nesfatina-1 en hipotálamo y mucosa gástrica 
de ratas 
 
Las condiciones de ayuno, disminuyen significativamente la expresión del mRNA 
de NUCB2 en el hipotálamo, después de 24 horas de ayuno (Figura 14). 
Igualmente la expresión de NUCB2 en mucosa gastrica tuvo una regulación 
significativamente baja solo después de 48 horas de ayuno y cuando se 
realimentaron, los niveles de expresión se incrementaron nuevamente permitiendo 
restablecer los valores normales de la expresión del mRNA de NUCB2 (Figura 15). 
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Estos resultados demuestran que existe una correlación entre el estado nutricional 
y la expresión de NUCB2 en mucosa gástrica e hipotálamo. 
 
Se observa un descenso significativo en los niveles séricos de Nesfatina-1 en 
ratas después de 24 y 48 horas de ayuno, la realimentación incrementa los niveles 
séricos de NUCB2 después de 24 horas (Figura 16). Esto nos indica que el ayuno 
disminuye los niveles séricos de NUCB2 incrementando el apetito y que el 
aumento de estos niveles por la realimentación, generan disminución de la ingesta 
de alimentos por estados de saciedad.  
 
8.10. Expresión del mRNA de NUCB2 y la proteína Nesfatina-1 durante la 
gestación de ratas 
 
Se observa que la expresión de la proteína Nesfatina-1 en la placenta de ratas 
gestantes, se incrementa en el día 16 de gestación y después disminuye su 
expresión hasta llegar al final del periodo de gestación (Figura 17) y los niveles 
séricos de la proteína Nesfatina-1 en ratas gestantes con dietas ad-libitum 
disminuyen durante toda la gestación, ocasionando aumento en la ingesta de 
alimentos. Las ratas con restricción de alimentos presentaron una reducción 
significativa en los niveles séricos de la proteína, al inicio de la gestación, en 
contraste, después del día 12, en la mitad y hacia el final de la gestación, se 
presenta un aumento en los niveles séricos de la proteína, esto indica que existe 
un cambio en los niveles séricos de Nesfatina-1 como regulación frente a periodos 
de estrés para disminuir el apetito y no afectar el desarrollo del feto (Figura 18). 
   
La expresión del mRNA de NUCB2 en el hipotálamo de ratas gestantes, evidencia 
un incremento durante toda la gestación con dietas ad-libitum. En contraste, los 
niveles de expresión disminuyen significativamente durante la gestación, en ratas 
con restricción de alimentos (Figura 19). 
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Los niveles séricos de Nesfatina-1 en ratas vírgenes con restricción de alimentos, 
disminuye durante 119 días, pero en el día 21 se presenta un incremento. En 
contraste, los niveles séricos de Nesfatina-1 en ratas gestantes con restricción de 
alimentos, se incrementan durante la gestación, pero hacia el final de la gestación 
en el día 21 hay un descenso (Figura 20). 
 
En ratas vírgenes con restricción de alimentos, desciende significativamente los 
niveles del mRNA de NUCB2 en mucosa gástrica, también en ratas gestantes 
descienden como va progresando la gestación, pero aumenta hacia el final de la 
gestación. Igualmente la restricción de alimentos produce el nivel de expresión 
más bajo a los 16 días de gestación (Figura 21). 
 
La condición de ayuno disminuye significativamente (p<0.01) los niveles de 
expresión de NUCB2 en la placenta de ratas gestantes a los 16 y 21 días de 
gestación, estos resultados confirman que la restricción de alimentos disminuye 
los niveles de expresión del mRNA de NUCB2, sin embargo al final de la gestación 
se observa un ligero aumento, posiblemente se realiza una reprogramación para 
garantizar las mejores condiciones para el feto al momento de nacer (Figura 22). 
 
Este estudio revela por primera vez la regulación ontogénica de la expresión del 
mRNA de Vaspina y NUCB2 en hipotálamo, mucosa gástrica, WAT y placenta de 
ratas en condiciones de restricción nutricional en diferentes etapas de la 
gestación. 
 
Así mismo se estableció que la restricción nutricional regula de manera opuesta y 
compensatoria la expresión de los neuropéptidos involucrados en el control del 
apetito. 
 
De manera indirecta se estableció que Vaspina presenta efectos sensibilizadores 
de la acción de la insulina, debido a su regulación positiva en WAT en etapa 
intermedia de gestación, al parecer retarda la condición de resistencia a insulina, 
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característica del final de la gestación y su regulación positiva hacia el final de la 
gestación. En placenta podría ser una hormona que realiza funciones como la 
sensibilización a la insulina a nivel de la placenta en condición de gestación. 
 
Este estudio provee una importante información experimental sobre la regulación 
ontogénica de la expresión del mRNA de Vaspina y NUCB2 en condición de 
gestación en diversos órganos de importancia metabólica. 
 
Adicionalmente este estudio revela que la expresión en la placenta de los genes 
estudiados, consolidan a este órgano como sitio que permite determinar los 
cambios en las demandas energéticas fetales a través del control de funciones 
fisiológicas como el apetito y la sensibilidad a la insulina.  
 
La expresión de los genes en hipotálamo, mucosa gástrica y WAT permiten 
determinar los cambios energéticos en condición de gestación.  
 
La propuesta sobre los orígenes fetales de enfermedades cardiovasculares nos 
guía en prestar especial atención a la salud de las mujeres en edad reproductiva, 
dado el profundo impacto que puede tener sobre su descendencia, ya que los 
factores de riesgo conocidos explican parcialmente el desarrollo de la cardiopatía 
isquémica. Nuestro estudio permite reforzar la idea de que enfermedades crónicas 
no transmisibles pueden ser mejor estudiadas desde una perspectiva del ciclo de 
la vida, lo que podría tener importantes consecuencias en el futuro en las áreas 
clínica y de salud pública, así como en las investigaciones de tipo epidemiológico y 
construcción de conocimiento en este tipo de enfermedades. 
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9. CONCLUSIONES 
 
Se determinó que Vaspina y Nesfatina están involucrados en el control del balance 
energético y estos son regulados por el estado metabólico, hormonal, 
farmacológico y la gestación.  
 
Se analizó que la expresión del mRNA de Vaspina es regulada por el estado 
nutricional en el tejido adiposo de rata. 
 
Se estableció que Vaspina es afectada por la edad y el género en el tejido adiposo 
de rata.  
 
Se determinó que las hormonas sexuales y tiroides regulan la expresión de 
Vaspina en el tejido adiposo de rata.  
 
Se observó que Vaspina es regulada durante la gestación en el tejido adiposo de 
rata. 
 
Se evidenció que la expresión de NUCB2 está regulada por el estado nutricional 
en la mucosa gástrica y el hipotálamo  
 
Se comprobó que la expresión de NUCB2 es regulada durante la gestación en la 
mucosa gástrica y el hipotálamo   
 
Se observó que la expresión del mRNA de NUCB2 disminuye en condiciones de 
restricción nutricional. 
 
Se determinó que los niveles en la expresión de NUCB2 durante la etapa de 
gestación en condiciones de restricción crónica de alimentos en ratas son bajos 
por un fenómeno de adaptación molecular materna.  
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Se considera a la etapa intrauterina, neonatal y de la lactancia como períodos 
críticos del desarrollo, las adaptaciones más importantes ocurren ante la 
restricción de nutrientes, la gestación se caracteriza por un incremento en las 
demandas nutricionales, aumento en la ingesta de alimentos y las reservas de 
grasa en el tejido adiposo, para cubrir las demandas del desarrollo fetal, esta 
puede ser la vía de señales anorexigénicas que el hipotálamo utiliza durante la 
gestación para promover un balance energético positivo durante la gestación. Ya 
que se observan bajos niveles en la expresión de NUCB2 durante la gestación en 
condiciones de restricción crónica de alimentos en ratas, este fenómeno de 
adaptaciones moleculares hipotalámicas maternas durante las etapas de 
gestación. 
 
Se puede hipotétizar que el incremento hipotalámico en los niveles de NUCB2 
durante la gestación puede estar asociado a un mecanismo fisiológico central de 
resistencia o reprogramación a favor de un estado anabólico.   
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